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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
Εισαγωγή: Το εγκεφαλικό οίδηµα αποτελεί καθοριστικό παράγοντα 
νοσηρότητας και θνητότητας µετά από κρανιοεγκεφαλική κάκωση (ΚΕΚ). Η  
AQP4, µέλος της οικογένειας των µεµβρανικών διαύλων ύδατος των 
ακουαπορινών (AQPs), φαίνεται να αντιπροσωπεύει κύριο δίαυλο ύδατος του 
εγκεφάλου και βασικό ρυθµιστικό παράγοντα στη δηµιουργία και απορρόφηση 
του οιδήµατος µετά από κρανιοεγκεφαλική κάκωση. 
Σκοπός: Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η επίδραση tag πολυµορφισµών 
του γονιδίου της AQP4 στη βαρύτητα της κλινικής εικόνας και την εξάµηνη 
έκβαση ασθενών µετά από ΚΕΚ. Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν 7 tag SNPs: οι 
rs335929, rs3763043, rs11661256, rs335931, rs3763040, rs4800773 και 
rs3875089. 
Μέθοδος: Εξετάσθηκαν συνολικά 363 ασθενείς, 292 άνδρες και 71 γυναίκες. 
Η αρχική κλινική εικόνα κατά την εισαγωγή τους εκτιµήθηκε µε την κλίµακα 
κώµατος της Γλασκώβης (GCS) και η εξάµηνη έκβασή τους µε  τη χρήση της 
κλίµακας έκβασης της Γλασκώβης (GOS). Για την αποµόνωση του DNA 
χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της εξαλάτωσης, ενώ η ταυτοποίηση των 
γονοτύπων των πολυµορφισµών (SNPs) πραγµατοποιήθηκε µε PCR µεθόδους. 
Με βάση  δεδοµένα από το HapMap project για τους ευρωπαϊκούς 
καυκάσιους, επιλέχθηκαν tag SNPs κατά µήκος ολόκληρου του γονιδίου της 
AQP4 µε τη βοήθεια του προγράµµατος tagger. Η ισορροπία Hardy-Weinberg 
(H-W) εξετάσθηκε µε τη χρήση του Fisher exact test. Έγινε υπολογισµός της 
ανισορροπίας σύνδεσης (κατά ζεύγη D’ και r²) µεταξύ των πολυµορφισµών 
που µελετήθηκαν. Με βάση τη µέθοδο εκτίµησης της µεγίστης πιθανοφάνειας, 
κατασκευάστηκαν απλότυποι από tag SNPs αλληλόµορφα. Για την εκτίµηση 
πιθανών συσχετίσεων µεταξύ µεµονωµένων tag SNPs ή των απλοτύπων που 
προέκυψαν από το συνδυασµό των αλληλοµόρφων των tag-SNPs και έκβασης 
των ασθενών, χρησιµοποιήθηκαν µονοπαραγοντικά και πολυπαραγοντικά 
µοντέλα λογιστικής παλινδρόµησης, ενώ έγινε σταθεροποίηση των µοντέλων 
για το φύλο, την ηλικία και την GCS εισόδου. Η επίδραση γονοτύπων και 
αλληλοµόρφων εξετάσθηκε µε εφαρµογή του επικρατητικού, του 
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υπολειπόµενου µοντέλου κληρονόµησης και του µοντέλου αντίθεσης 
αλληλοµόρφων. Τέλος, εφαρµόστηκε η διόρθωση Bonferroni για πολλαπλές 
συγκρίσεις και ορίστηκε το επίπεδο στατιστικής σηµαντικότητας στο p=0.008. 
Αποτελέσµατα: Από την ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε, ο πολυµορφισµός 
rs3763043 βρέθηκε να επηρεάζει την εξάµηνη έκβαση των ασθενών µετά από 
ΚΕΚ, σε στατιστικώς σηµαντικά επίπεδα. Οι φορείς κατά το επικρατητικό 
µοντέλο κληρονόµησης, είχαν 2.39 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα ευνοϊκής 
έκβασης 6 µήνες µετά από ΚΕΚ (OR=2.39(1.25-4.58) και p=0.008), µε βάση 
το πολυπαραγοντικό µοντέλο λογιστικής παλινδρόµησης. Παρόµοια 
αποτελέσµατα προέκυψαν από τη σύγκριση συχνοτήτων αλληλοµόρφων 
(OR=2.30(1.38-3.83) και p=0.001) και από το υπολειπόµενο µοντέλο 
κληρονόµησης (OR 5,15 (1.60-16.5) και  p=0.006). Για τους πολυµορφισµούς 
rs335931 και rs11661256, µε την εφαρµογή του πολυπαραγοντικού µοντέλου 
λογιστικής παλινδρόµησης, διαφάνηκε µια τάση για δυσµενή έκβαση των 
ασθενών 6 µήνες µετά από ΚΕΚ, κατά το µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων 
και κατά το επικρατητικό µοντέλο. Επίσης, διαφάνηκε αυξηµένος κίνδυνος 
δυσµενούς εξάµηνης έκβασης µετά από ΚΕΚ για τον rs3875089 
πολυµορφισµό, µε την εφαρµογή του ίδιου µοντέλου. Τέλος, διαπιστώθηκε 
ότι, οι φορείς του απλότυπου VI (ATTAGT) παρουσίαζαν περισσότερες 
πιθανότητες για καλύτερη µακροχρόνια έκβαση και στο µονοπαραγοντικό και 
στο πολυπαραγοντικό µοντέλο λογιστικής παλινδρόµησης.  
Συµπεράσµατα: Με την παρούσα µελέτη διαφάνηκε η πιθανότητα 
συµµετοχής πολυµορφισµών της AQP4 στην έκβαση ασθενών µετά από ΚΕΚ. 
Ωστόσο, απαιτούνται περισσότερες µελέτες για την επιβεβαίωση των 
παραπάνω συσχετίσεων, µε τελικό σκοπό την καλύτερη κατανόηση της 
λειτουργίας της σηµαντικής αυτής πρωτεΐνης και, κυρίως, των κλινικών 
επιπτώσεών της.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  ΣΤΙΣ  ΚΡΑΝΙΟΕΓΚΕΦΑΛΙΚΕΣ  ΚΑΚΩΣΕΙΣ (ΚΕΚ) 
 
  Το εγκεφαλικό τραύµα αποτελεί διεθνώς σοβαρό πρόβληµα δηµόσιας υγείας. 
Ενδεικτικά αναφέρεται πως στην Ελλάδα, κάθε χρόνο, εισάγονται στα 
νοσοκοµεία περίπου 35.000 άτοµα µε κρανιοεγκεφαλική κάκωση (ΚΕΚ), µε τις 
βαριές ΚΕΚ λόγω τροχαίων ατυχηµάτων να αποτελούν την πρώτη αιτία 
µόνιµης αναπηρίας και θανάτου στις νέες ηλικίες (19-25 έτη). Οι περισσότερες 
ΚΕΚ είναι κλειστές (µη διατιτραίνουσες) – οι ανοιχτές κακώσεις συµβαίνουν 
συνήθως µετά από πυροβολισµό. 
   Ο τραυµατισµός του εγκεφάλου µετά από ΚΕΚ είναι αποτέλεσµα δύο 
διακριτών διαδικασιών: της άµεσης βλάβης (impact damage), που προέρχεται 
από τις µηχανικές δυνάµεις που εφαρµόζονται στο κρανίο και στον εγκέφαλο 
τη στιγµή της πρόσκρουσης (περιλαµβάνονται οι εγκεφαλικές θλάσεις, τα 
κατάγµατα των οστών, οι θλάσεις εγκεφαλικού στελέχους, η διάχυτη αξονική 
βλάβη) και του δευτερογενούς τραυµατισµού (secondary injury), 
επακόλουθου των πολύπλοκων διεργασιών που επάγονται από την αρχική 
βλάβη (περιλαµβάνονται τα ενδοκρανιακά αιµατώµατα/αιµορραγία, το οίδηµα, 
η υποξαιµία, η ισχαιµία, η ενδοκράνια υπέρταση). Η αλληλουχία των 
γεγονότων που συνεισφέρουν στην ανάπτυξη της δευτεροπαθούς 
εγκεφαλικής βλάβης µετά από ΚΕΚ δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί. Φαίνεται ότι 
εµπλέκονται ποικίλοι ενδογενείς παράγοντες οι οποίοι απελευθερώνονται στον 
ενδοκράνιο χώρο µετά το τραύµα, µε τις πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις τους, 
όπως η αγγειοσύσπαση και η µειωµένη αιµάτωση, η απελευθέρωση 
κυτταροτοξικών ουσιών (ιόντα Ca, ελεύθερες ρίζες οξυγόνου κ.α), η 
παραγωγή επιβλαβών πρωτεϊνών [1-4]. Παράλληλα, τελευταία, όλο και 
περισσότερο αναδεικνύεται ο ρόλος της φλεγµονώδους αντίδρασης στην 
παθογένεση της εγκεφαλικής βλάβης µετά από τραύµα [5-7], η οποία 
περιλαµβάνει τη διήθηση ανοσοποιητικών κυττάρων και τη δηµιουργία 
οιδήµατος στην περιοχή του τραύµατος. Επιπλέον, ενεργοποιούνται 
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φλεγµονώδη εγκεφαλικά κύτταρα (αστροκύτταρα, µικρογλοία, ενδοθηλιακά 
κύτταρα), µε αποτέλεσµα την παραγωγή ποικίλων φλεγµονωδών µορίων 
(συµπλήρωµα, πρωτεΐνες οξείας φάσης, προ-φλεγµονώδεις κυττοκίνες). 
Γενικότερα, όσο µεγαλύτερη είναι η έκταση της φλεγµονώδους αντίδρασης, 
τόσο µεγαλύτερη είναι και η βλάβη του εγκεφαλικού ιστού. 
   Η εγκεφαλική διάσειση αποτελεί µια παροδική λειτουργική εγκεφαλική 
βλάβη που προκαλείται µετά από βίαιο χτύπηµα ή τράνταγµα του εγκεφάλου 
και εκδηλώνεται ως παροδική απώλεια των αισθήσεων. Μετά από ένα έντονο, 
γρήγορο χτύπηµα το οποίο θέτει σε κίνηση την κεφαλή, η κίνηση του 
εγκεφάλου καθυστερεί (καθώς ο εγκέφαλος ουσιαστικά επιπλέει στο 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό). Αντιστοίχως, όταν η κίνηση της κεφαλής σταµατήσει 
απότοµα (πρόσκρουση σε κάποιο ακίνητο αντικείµενο), ο εγκέφαλος συνεχίζει 
την κίνησή του. Σε αντίθεση µε τα εγκεφαλικά ηµισφαίρια, το στέλεχος έχει 
µικρότερη δυνατότητα κίνησης, η διαφορά δε αυτή της µεγαλύτερης 
µετακίνησης των ηµισφαιρίων σε σχέση µε το στέλεχος µετά από κάκωση της 
κεφαλής είναι υπεύθυνη πιθανότατα για την παρατηρούµενη παροδική 
απώλεια συνείδησης. 
  Ο όρος εγκεφαλική θλάση αναφέρεται σε εστιακή εγκεφαλική βλάβη και 
οφείλεται στη δηµιουργία µώλωπα στο εγκεφαλικό παρέγχυµα. Στην 
εγκεφαλική θλάση παρατηρείται µια µεγάλη ποικιλία παθολογικών αλλοιώσεων 
όπως τοπικό οίδηµα, φλεγµονή, διάσχιση νευρικών ινών, πετεχειώδης 
εξαγγείωση αίµατος ή µεγαλύτερη αιµορραγική διήθηση, οι οποίες οδηγούν σε 
παροδική (ή µονιµότερη) διαταραχή του επιπέδου συνείδησης του ασθενούς. 
Όσο µεγαλύτερη είναι η διάρκεια της απώλειας συνείδησης τόσο µεγαλύτερη 
είναι η πιθανότητα να επιπροστίθενται στην εγκεφαλική διάσειση εγκεφαλικές 
θλάσεις, αιµορραγία, εντοπισµένο οίδηµα. 
  Υπάρχουν περιπτώσεις τραυµατισµών του εγκεφάλου, όπως για παράδειγµα 
περιπτώσεις πυροβολισµού, όπου δεν προκαλείται σηµαντική µετατόπιση της 
κεφαλής ή του εγκεφάλου. Στις περιπτώσεις αυτές µπορεί να υπάρχει σοβαρός 
ή θανατηφόρος τραυµατισµός, χωρίς άµεση απώλεια συνείδησης. Σε 
τραύµατα τέτοιου τύπου οι κυριότερες βλάβες που προκαλούνται είναι η 
αιµορραγία και η καταστροφή του εγκεφαλικού ιστού, ενώ συχνή είναι και η 
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εµφάνιση λοίµωξης (µηνιγγίτιδα ή εγκεφαλικό απόστηµα). Στις 
κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις επίσης, σηµαντική είναι και η παρουσία 
καταγµάτων του κρανίου που απαιτούν ιδιαίτερη προσοχή, καθώς φαινοµενικά 
µικρές κακώσεις µπορεί να προκαλέσουν σοβαρά κατάγµατα ενώ, αντίθετα, 
υπάρχουν βαριές διασείσεις ή θλάσεις χωρίς κατάγµατα κρανίου. 
 
  Η παθοφυσιολογία των κρανιοεγκεφαλικών κακώσεων περιλαµβάνει: 
α) Αλλαγές στην αιµατική ροή του εγκεφάλου: Ο µηχανισµός της εγκεφαλικής 
αυτορρύθµισης διατηρεί την αιµατική ροή του εγκεφάλου σταθερή σε 
φυσιολογικά επίπεδα εγκεφαλικής πίεσης αιµάτωσης, που κυµαίνονται από 50 
έως 150 mmHg, εξασφαλίζοντας ότι µεγάλες αλλαγές στην συστηµατική 
αρτηριακή πίεση προκαλούν µόνο µικρές αλλαγές στην εγκεφαλική αιµατική 
ροή. Φαίνεται πως µετά από ΚΕΚ ο µηχανισµός της αυτορρύθµισης 
διαταράσσεται, µε αποτέλεσµα ο εγκέφαλος να είναι πιο επιρρεπής σε ισχαιµία 
(λόγω χαµηλής πίεσης αιµάτωσης, µε µειωµένη αιµατική ροή) και σε αυξηµένη 
ενδοκράνια πίεση (λόγω υψηλής πίεσης αιµάτωσης, µε αυξηµένη αιµατική 
ροή). Έχει βρεθεί ότι κατά την οξεία φάση της ΚΕΚ, υπάρχει µια περίοδος 
µειωµένης αιµατικής ροής, ενώ στις 3 πρώτες µέρες µετά την κάκωση 
παρατηρείται φυσιολογική ή αυξηµένη αιµατική ροή, η οποία συνοδεύεται 
συνήθως από χαµηλό µεταβολικό ρυθµό κατανάλωσης οξυγόνου [8]. 
β) ∆υσλειτουργία του µεταβολισµού του εγκεφάλου: Υπάρχουν µελέτες που 
φανερώνουν είσοδο του εγκεφάλου σε µια κατάσταση αυξηµένου 
µεταβολισµού της γλυκόζης (hyperglycolytic state), η οποία παραµένει για 
µεγάλο χρονικό διάστηµα µετά από ΚΕΚ [9], καθώς και µείωση του 
οξειδωτικού µεταβολισµού στα µιτοχόνδρια του εγκεφάλου. Παρατηρείται 
επίσης µείωση της συγκέντρωσης του Ν-ακετυλο-ασπαρτικού οξέος (που 
συντίθεται στα µιτοχόνδρια και απαντάται στους νευρώνες), η οποία 
σχετίζεται µε τη σοβαρότητα της κάκωσης και πιθανό να αποτελεί δείκτη της 
δυσλειτουργίας των µιτοχονδρίων [10,11]. Η παρατηρούµενη µεταβολική 
δυσλειτουργία µπορεί να οφείλεται και στην ευαισθησία του τραυµατισµένου 
εγκεφάλου σε σχετικά µικρές αλλαγές στη διαθεσιµότητα του οξυγόνου. 
Επίσης, σε µελέτες µε πειραµατικά µοντέλα που υπέστησαν ήπια και σοβαρή 
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ΚΕΚ, παρατηρήθηκαν υψηλά επίπεδα γλουταµικού οξέος [12,13], καθώς και 
αυξηµένα επίπεδα τοξικών αµινοξέων. Τα επίπεδα αυτά ήταν υψηλότερα σε 
ασθενείς µε σοβαρή ΚΕΚ, εγκεφαλικές θλάσεις ή δευτεροπαθή ισχαιµικά 
επεισόδια [14].   
γ) ∆ιαταραχή της ενδοκυττάριας οµοιόστασης του ασβεστίου (Ca+2), µε την  
ενεργοποίηση των NMDA (N-methyl-D-asparate) υποδοχέων µετά από ΚΕΚ 
[12,13] και επακόλουθη συνεχή αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης 
ασβεστίου, που προκαλεί µε τη σειρά της ενεργοποίηση πρωτεασών, όπως 
φωσφολιπάσες, νουκλεάσες, υπεροξειδική δισµουτάση. 
δ) Παραγωγή ελευθέρων ριζών (υπεροξειδικών και υδροξυλικών) εντός ολίγων 
λεπτών από την ΚΕΚ, που συνεισφέρει στην προκαλούµενη κυτταρική βλάβη 
[15]. Οι ελεύθερες ρίζες προκαλούν υπεροξείδωση των λιπιδίων µε 
επακόλουθη αναστολή της δράσης των ενζύµων που εξαρτώνται από τα 
φωσφολιπίδια και αύξηση της διαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης (έως 
και καταστροφής της). 
ε) Επίδραση στον κυτταροσκελετό: η ΚΕΚ οδηγεί σε αξονική βλάβη και 
καταστροφή του κυτταροσκελετού, πιθανόν µέσω ενεργοποίησης της 
πρωτεάσης καλπαΐνης (calpain) από τα αυξηµένα επίπεδα του ενδοκυττάριου 
ασβεστίου (µη αναστρέψιµη ενεργοποίηση) [16,17]. Μελέτες, µάλιστα, σε 
µοντέλα τρωκτικών που υπέστησαν ΚΕΚ, έδειξαν βελτίωση της νευρολογικής 
έκβασης µε την αναστολή της δράσης της καλπαΐνης [18,19]. 
στ) Εγκεφαλικό οίδηµα και ισχαιµία: οι δύο αυτές παράµετροι αναλύονται 
ακολούθως εκτενέστερα λόγω της ιδιαίτερης σηµασίας τους στην πορεία, 
πρόγνωση και έκβαση της κρανιοεγκεφαλικής κάκωσης. 
   
    
 
ΕΓΚΕΦΑΛΙΚΟ ΟΙ∆ΗΜΑ  
 
  Το εγκεφαλικό οίδηµα ορίζεται ως η εκσεσηµασµένη συσσώρευση ύδατος 
στους ενδοκυττάριους ή/και εξωκυττάριους χώρους του εγκεφάλου και 
αποτελεί το  τελικό συµβάν σε αρκετές παθολογικές καταστάσεις, όπως η ΚΕΚ, 
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η ισχαιµία, οι όγκοι. Ο Klatzo (1994) περιέγραψε δύο διακριτούς τύπους 
εγκεφαλικού οιδήµατος ανάλογα µε την παθογένεσή τους: το αγγειοκινητικό 
και το κυτταροτοξικό. Στις περισσότερες ανθρώπινες παθήσεις όπου 
αναπτύσσεται εγκεφαλικό οίδηµα απαντώνται και οι δύο µορφές, αν και ένας 
είναι ο επικρατών τύπος, αναλόγως της πάθησης. Για πολλά χρόνια το 
αγγειοκινητικό οίδηµα θεωρούνταν ο κυρίαρχος τύπος οιδήµατος µετά από 
κρανιοεγκεφαλική κάκωση. Η χρήση ωστόσο µηχανικών µοντέλων ΚΕΚ και 
µαγνητικής τοµογραφίας αποκάλυψε ότι και το κυτταροτοξικό οίδηµα έχει 
καθοριστική σηµασία µετά από ΚΕΚ, καθώς αναπτύσσεται  νωρίς και επιµένει 
ενώ η ακεραιότητα του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού αποκαθίσταται [20]. Στη 
µελέτη, για παράδειγµα, των Bartzo et al.,1997, παρατηρήθηκε µείωση της 
διάχυσης ύδατος 45 min µετά από πειραµατική ΚΕΚ, µε επακόλουθο 
εκτεταµένο ενδοκυττάριο οίδηµα, που παρέµεινε για 2 εβδοµάδες µετά τη 
βλάβη [21]. Σπάνια µετά από ΚΕΚ µπορούµε να συναντήσουµε και 
«υδροκεφαλικό/ενδιάµεσο» οίδηµα σχετιζόµενο µε απόφραξη στη ροή του 
εγκεφαλονωτιαίου υγρού [22]. 
  Το κυτταροτοξικό οίδηµα εµφανίζεται όταν εγκεφαλικά κύτταρα βλάπτονται 
και η αποτυγχάνει η Να/Κ+ ΑΤΡαση, χωρίς να επηρεάζεται η ακεραιότητα του 
αιµατοεγκεφαλικού φραγµού (εικ.1). Επίσης, δηµιουργείται σε υπονατριαιµία 
όταν προκαλείται ωσµωτική κλίση µεταξύ πλάσµατος και εγκεφάλου. Στο 
κυτταροτοξικό οίδηµα περιορίζεται το ενδιάµεσο διαµέρισµα και επεκτείνεται 
το ενδοκυττάριο διαµέρισµα. Το οιδηµατώδες υγρό συσσωρεύεται στη φαιά 
και λευκή ουσία. Αν και όλα τα εγκεφαλικά κύτταρα διογκώνονται λόγω του 
κυτταροτοξικού οιδήµατος, τα αστροκύτταρα παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη 
εξοίδηση [24] λόγω των µοναδικών µεµβρανικών τους µεταφορέων, 
συµπεριλαµβανοµένης και της AQP4, καθώς και της υπεροχής τους στον 
ανθρώπινο εγκέφαλο όπου επικρατούν των νευρώνων κατά 10:1 [23, 24, 25]. 
  Το αγγειοκινητικό οίδηµα εµφανίζεται όταν διασπάται ο αιµατοεγκεφαλικός 
φραγµός, µε αποτέλεσµα αθρόα ροή ύδατος από την κυκλοφορία του αίµατος 
στον εγκέφαλο (εικ.1). Το πλεονάζον ύδωρ, µαζί µε πρωτεΐνες του πλάσµατος 
και ηλεκτρολύτες, επεκτείνει το ενδιάµεσο διαµέρισµα (Papadopoulos et 
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al.,2005). Στο αγγειοκινητικό οίδηµα το πλεονάζον υγρό εντοπίζεται στη 
λευκή ουσία (η φαιά διασώζεται). 
 
 
 
Εικόνα 1: Κυτταροτοξικό και αγγειοκινητικό εγκεφαλικό οίδηµα. Α) Η παθολογική εξοίδηση 
των τελικών αποφύσεων των αστροκυττάρων αποτελεί χαρακτηριστικό του κυτταροτοξικού 
οιδήµατος. Οι στενές συνάψεις (TJ) συµβάλλουν στην ακεραιότητα του αιµατοεγκεφαλικού 
φραγµού (ΑΕΦ). Β) Η διάσπαση του ΑΕΦ επιτρέπει την έξοδο υγρού από τα εγκεφαλικά 
τριχοειδή στον εξωκυττάριο χώρο, οδηγώντας σε αγγειοκινητικό οίδηµα. 
 
 
 
  Το εγκεφαλικό οίδηµα προκαλεί αύξηση της ενδοκράνιας πίεσης, η οποία 
µειώνει την εγκεφαλική πίεση αιµάτωσης, προκαλώντας εγκεφαλική ισχαιµία 
[26-28]. Μελέτες σε εγκεφάλους ασθενών που υπέστησαν ΚΕΚ επιβεβαιώνουν 
την παρουσία ισχαιµικής βλάβης, γεγονός που φανερώνει ότι ο 
τραυµατισµένος εγκεφαλικός ιστός είναι ευαίσθητος στην ανάπτυξη ισχαιµίας. 
Η ισχαιµία, δε, αποτελεί σηµαντικό στοιχείο δευτεροπαθούς βλάβης µετά από 
ΚΕΚ. Το εγκεφαλικό οίδηµα, εκτός από ισχαιµία, µπορεί να προκαλέσει επίσης 
εγκολεασµό, µε αποτέλεσµα συµπίεση µεγάλων εγκεφαλικών αγγείων και 
τελικά, ακόµη και θάνατο. 
   Η ανάπτυξη εγκεφαλικού οιδήµατος έχει σηµαντική επίδραση στη 
νοσηρότητα και θνητότητα µετά από ΚΕΚ, µε τους µοριακούς και κυτταρικούς 
µηχανισµούς που συµµετέχουν στην ανάπτυξη/απορρόφηση του τραυµατικού 
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εγκεφαλικού οιδήµατος να µην είναι πλήρως κατανοητοί και να µην 
διατίθενται έως σήµερα φάρµακα που να στοχεύουν αποκλειστικά στη 
ρύθµιση της οµοιόστασης του ύδατος στο εγκέφαλο [22]. Ωστόσο, η 
ανακάλυψη των ακουαπορινών (aquaporines), µιας οικογένειας 
µεµβρανικών διαύλων ύδατος, άνοιξε νέους δρόµους στην κατανόηση της 
παθοφυσιολογίας του εγκεφαλικού οιδήµατος. Ξεχωριστός είναι ο ρόλος της 
AQP4, της κατεξοχήν ακουαπορίνης του εγκεφάλου, που εντοπίζεται κυρίως 
στις τελικές αποφύσεις των αστροκυττάρων, στα όρια µεταξύ εγκεφαλικού 
παρεγχύµατος και µεγάλων υγρών διαµερισµάτων, όπως διαφάνηκε από 
µελέτες σε ποντίκια µε έλλειψη AQP4. Η κατανοµή αυτή δείχνει το ρόλο της 
AQP4 στον έλεγχο της διακίνησης ύδατος εντός και εκτός του εγκεφαλικού 
παρεγχύµατος. Επιγραµµατικά, µπορούµε να αναφέρουµε ότι στο 
κυτταροτοξικό οίδηµα, η έλλειψη της επιβραδύνει την είσοδο ύδατος στον 
εγκέφαλο, ενώ στο αγγειοκινητικό οίδηµα, η έλλειψη της µειώνει την 
αποµάκρυνση ύδατος από το εγκεφαλικό παρέγχυµα, παίζοντας έτσι 
σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του κυτταροτοξικού και στην απορρόφηση 
του αγγειοκινητικού εγκεφαλικού οιδήµατος. Τα ανωτέρω ευρήµατα άνοιξαν 
νέους δρόµους στην αναζήτηση θεραπείας του τραυµατικού (και όχι µόνο) 
εγκεφαλικού οιδήµατος [22]. 
 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ  ΣΤΙΣ AQUAPORINES 
 
  Το ύδωρ είναι το βασικό συστατικό όλων των ζωντανών κυττάρων γι΄αυτό 
και αναφέρεται ως η «ουσία» της ζωής. Η διακίνηση ύδατος  διαµέσου των 
κυτταρικών µεµβρανών, διατηρεί την ωσµωτικότητα του κυτταροπλάσµατος 
και, κατά συνέπεια, την ακεραιότητα των κυττάρων. Η όλη διαδικασία της 
ανταλλαγής ύδατος αποτέλεσε αντικείµενο εντατικής µελέτης κατά τη διάρκεια 
των τελευταίων δέκα χρόνων. Παρατηρήσεις σε πειραµατικά συστήµατα, 
όπως  ερυθροκύτταρα θηλαστικών, οδήγησαν στη διαπίστωση πως δεν αρκεί 
η απλή διάχυση ύδατος δια των λιπιδικών µεµβρανών για να εξηγήσει την 
υψηλή ταχύτητα ανταλλαγής ύδατος που διαπιστώνεται και έδωσαν ώθηση 
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στην έρευνα για την ανακάλυψη ειδικών διαύλων ύδατος στις κυτταρικές 
µεµβράνες. Σήµερα έχει πλέον τεκµηριωθεί ο ρόλος της οικογένειας των 
ακουαπορινών (aquaporins ΑQPs), ως βασικών διαµεµβρανικών διαύλων 
ύδατος, ευρέως απαντώµενων τόσο σε πολυκυττάριους (άνθρωποι, ζώα, 
φυτά) όσο και σε µονοκυττάριους οργανισµούς (βακτήρια, ζύµες, πρωτόζωα) 
[29], γεγονός που υπογραµµίζει τη σηµασία τους ως διαύλων, για τη ζωή. Οι  
ακουαπορίνες  είναι µια οικογένεια µικρών, υδρόφοβων, διαµεµβρανικών 
πρωτεϊνών που απαριθµεί, έως σήµερα, 13 µέλη (AQP0-AQP12). Έντεκα από 
αυτά έχουν ταυτοποιηθεί σε διάφορους ιστούς θηλαστικών, όπως το νευρικό 
σύστηµα, οι νεφροί, η γαστρεντερική οδός, το δέρµα και το αναπνευστικό 
σύστηµα [30]. Η εντόπιση τους αφορά, συνήθως, επιθήλια όπου 
πραγµατοποιείται ταχεία διακίνηση ύδατος (πίνακας 1). Η AQP1, ο πρώτος 
δίαυλος ύδατος που χαρακτηρίστηκε λειτουργικά από την οµάδα του δρ. Peter 
Agre, αποµονώθηκε από µεµβράνες ερυθρών αιµοσφαιρίων και εγγύς 
νεφρικών σωληναρίων ως µια πρωτεϊνη 28-kDa που αύξανε τη διαπερατότητα 
των κυτταρικών µεµβρανών, σαν απάντηση σε ωσµωτικές κλίσεις. H 
σπουδαιότητα της ανακάλυψης χάρισε στο δρ. Agre το βραβείο Nobel στη 
Χηµεία το 2003 [22]. 
 
 
       Πίνακας 1: Έκφραση AQPs 
 
AQPS                      Έκφραση σε ιστούς 
AQP0 Οφθαλµικοί φακοί 
AQP1 Ερυθρά αιµοσφαίρια, νεφρικά σωληνάρια, πνεύµονες, περιφερικό και κεντρικό 
νευρικό σύστηµα 
AQP2 Νεφρικά αθροιστικά σωληνάρια  
AQP3 Νεφρικά αθροιστικά σωληνάρια, δέρµα, επιπεφυκότας, οισοφάγος, κόλον, 
σπλήνας, στόµαχος, λεπτό έντερο, ουροδ.κύστη, αναπευστικό επιθήλιο 
AQP4 Αστρογλοιακά κύτταρα στον εγκέφαλο και Ν.Μ, νεφρικό αθροιστικό σωληνάριο, 
επιθήλια αδένων, αεραγωγοί, σκελετικοί µυς, στόµαχος, αµφιβληστροειδής 
ΑQP5 Αδενικά επιθήλια, κερατοειδής, κυψελιδικό επιθήλιο, γαστρεντερικό σύστηµα 
AQP6 ∆ιάµεσα κύτταρα του νεφρικού αθροιστικού σωληναρίου 
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AQP7 Λιπώδης ιστός, όρχεις, καρδιά, σκελετικοί µυς, εγγύς νεφρικό σωληνάριο 
AQP8 Ήπαρ, πάγκρεας, σιελογόνοι αδένες, όρχεις, καρδιά 
AQP9 Ήπαρ, λευκά αιµοσφαίρια, εγκέφαλος, όρχεις 
AQP10 Λεπτό έντερο 
AQP11 Νεφροί, όρχεις, καρδιά, ήπαρ, εγκέφαλος, έντερο, λιπώδης ιστός 
AQP12 Παγρεατικά λοβιακά κύτταρα 
 
                        
  Οι ακουαπορίνες παρουσιάζουν παρόµοια µοριακά βάρη (~30 kDa) και 
οµολογία αµινοξέων κυµαινόµενη από 20%-50% [22]. Ενώ λειτουργούν 
κατεξοχήν ως δίαυλοι ύδατος, κάποιες από τις ακουαπορίνες βρέθηκε να 
παρουσιάζουν, επίσης, διαπερατότητα σε ουσίες, όπως η γλυκερόλη, η 
αµµωνία, η ουρία, το διοξείδιο του άνθρακα κ.α.[31]. Με βάση την οµολογία 
αλληλουχίας αµινοξέων τους και την εκλεκτικότητά τους, έχουν ταξινοµηθεί 
στις ακόλουθες κατηγορίες:  
Α) Aquaporins : περιλαµβάνονται οι AQP  0, 1, 2, 4, 5, 6 και 8 που αποτελούν 
την οικογένεια των  «καθαρών διαύλων ύδατος», διαπερατών κατεξοχήν µόνο 
σε νερό, µε υψηλή ταχύτητα ροής. Ωστόσο, υπάρχουν εξαιρέσεις, όπως η 
AQP 6, 8 και 1, που είναι επίσης διαπερατές σε ανιόντα, ουρία και πτητικές 
ουσίες (CO2) , αντίστοιχα [30,32]. 
Β) Aquaglyceroporins: περιλαµβάνονται οι AQP 3, 7, 9 και 10. Εκτός από τη 
διαπερατότητά τους σε ύδωρ, τα µέλη της υποκατηγορίας αυτής είναι επίσης 
διαπερατά σε γλυκερόλη, ουρία και κάποια µονοκαρβοξυλικά [32]. 
Γ) Super- AQPs (ή «ανορθόδοξες AQPs» - τελευταία έχει προταθεί ως 
υποκατηγορία): περιλαµβάνονται οι  AQP 11 και 12, που εντοπίζονται στο 
κυτταρόπλασµα. Ο ρόλος τους δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί αλλά φαίνεται 
να εµπλέκονται στη ρύθµιση της ενδοκυττάριας µεταφοράς ύδατος, του 
όγκου των οργανιδίων και της ενδοκυστικής οµοιόστασης [22]. 
  Οι λειτουργικές AQPs διαµορφώνονται στις κυτταρικές µεµβράνες ως 
τετραµερή, µε ενδοκυττάρια αµινοτελικά και καρβοξυτελικά άκρα. Η 
διαµόρφωση της AQP1 αντανακλά τα κοινά δοµικά χαρακτηριστικά της 
οικογένειας των ακουαπορινών. Κάθε υποµονάδα αποτελείται από περίπου 270 
αµινοξέα και περιλαµβάνει 6 διαµεµβρανικές περιοχές α- έλικας, µε µια 
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ανεστραµµένη συµµετρία µεταξύ των πρώτων και τελευταίων τριών 
περιοχών. Οι δυο συνδετικοί βρόγχοι µεταξύ των διαµεµβρανικών ελίκων 2-3 
και 5-6 περιέχουν µια τριπλέτα αµινοξέων µε αλληλουχία NPA ( Asn-Pro-Ala) 
που διατηρείται σε όλα τα µέλη της οικογένειας και εµπλέκεται στη δηµιουργία 
του πόρου και στην εκλεκτικότητα της διακίνησης ύδατος [33,34] (εικόνα 2). 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2: Mεµβρανική τοπολογία µιας υποµονάδας AQP. Οι AQPs είναι τετραµερείς 
πρωτεΐνες. Κάθε µονοµερές αποτελείται από 6 διαµεµβρανικά επεκτεινόµενες περιοχές που 
συνδέονται µε βρόγχους (Α-Ε), µε κυτταροπλασµατικά NH2- και CO2- άκρα. Τα υψηλά 
συντηρηµένα µοτίβα ΝΡΑ στους βρόγχους Β και Ε διαµορφώνουν τον εκλεκτικό πόρο ύδατος 
[34].  
 
 
 
   Σε αντίθεση µε τους περισσότερους διαύλους ιόντων, η διακίνηση δεν 
βρίσκεται στον άξονα της συµµετρίας που δηµιουργείται από τις 4 
υποµονάδες, αλλά κάθε µονοµερές περιέχει ξεχωριστούς πόρους, ώστε τελικά 
κάθε AQP να περιλαµβάνει 4 διαύλους διακίνησης ύδατος [30]. Στις λιπιδικές 
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διπλοστοιβάδες οι πρωτεΐνες δηµιουργούν πόρους µε διάµετρο µεταξύ 3 και 6 
Å και η εκλεκτικότητα στο ύδωρ φαίνεται να οφείλεται στη διάµετρο του 
πόρου. Eπιπρόσθετα, καθώς κάτω από διαφορετικές συνθήκες τα κύτταρα 
µπορούν να προσλαµβάνουν ή να αποβάλλουν ύδωρ, οι AQPs ως  εκλεκτικοί 
δίαυλοι ύδατος θα πρέπει να λειτουργούν ως δίαυλοι διπλής κατεύθυνσης. 
  Aν και η διακίνηση ύδατος διαµέσω των AQPs κατευθύνεται από ωσµωτικές 
κλίσεις, υπάρχουν στοιχεία για τη ρυθµιστική συµµετοχή και εξωτερικών 
παραγόντων. Η διαπερατότητα της AQP3 µειώνεται σε όξινο pH, ενώ η 
διαπερατότητα της AQP6 σε ύδωρ και ιόντα, ενισχύεται σε παρόµοιες 
συνθήκες [35]. Έχει επίσης αναφερθεί πως η διαπερατότητα της AQP4 
µειώνεται µετά από ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C [30]. Είναι ακόµα 
γνωστό πως πολλές ανθρώπινες AQPs είναι ευαίσθητες στην ανασταλτική 
δράση ουσιών που περιέχουν υδράργυρο. Πρώιµες µελέτες έχουν δείξει πως η 
AQP1 έχει ένα υπόλειµµα κυστεϊνης (C189) κοντά στο ΝΡΑ µοτίβο και 
µετάλλαξη σε αυτή οδηγεί σε απώλεια της αναστολής από υδράργυρο [66]. Σε 
αντίθεση, η θεωρούµενη «αναίσθητη» στον υδράργυρο AQP4, στερείται 
κυστεϊνης αντίστοιχης της C189 της AQP1 [36]. Ωστόσο, ένα άλλο βαρύ 
µέταλλο, ο µόλυβδος, βρέθηκε πρόσφατα πως προκαλεί αύξηση της 
διαπερατότητας της  AQP4 σε ύδωρ [37], γεγονός που µπορεί έχει σηµαντικές 
κλινικές επιπτώσεις, καθώς η οξεία δηλητηρίαση από µόλυβδο σχετίζεται µε 
εγκεφαλικό οίδηµα.   
 
 
 
AQUAPORIN 4 
 
  H πρόσφατη ταυτοποίηση των AQPs έχει συµβάλλει στην κατανόηση της 
διακίνησης ύδατος σε πολλούς ιστούς, συµπεριλαµβανοµένου και του 
κεντρικού νευρικού συστήµατος (ΚΝΣ). Καθώς µάλιστα το εγκεφαλικό οίδηµα 
(ανώµαλη συσσώρευση πλεονάζοντος ύδατος στον εγκέφαλο) συνεχίζει να 
αποτελεί βασική αιτία θανάτου σε διάφορες παθήσεις του ΚΝΣ (όπως η 
εγκεφαλική ισχαιµία, η κρανιοεγκεφαλική κάκωση, όγκοι, λοιµώξεις), το 
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ενδιαφέρον για τις AQPs και τη λειτουργική συµµετοχή τους στην ισορροπία 
του ύδατος, σχετίζεται µε τον πιθανό θεραπευτικό τους ρόλο στη 
αντιµετώπιση του εγκεφαλικού οιδήµατος [38]. 
  Πρόσφατα 7 υπότυποι AQPs έχουν περιγραφεί σε κύτταρα του εγκεφάλου 
τρωκτικών ( AQP 1, 3, 4, 5, 8, 9, 12) [20]. Φαίνεται, όµως, πως η AQP4 
αποτελεί τον κυρίαρχο δίαυλο ύδατος στον εγκέφαλο των θηλαστικών, µε 3 
διακριτούς ρόλους στην εγκεφαλική λειτουργία, όπως καταγράφουν οι 
Verkman et al., µε βάση φαινοτυπικές αναλύσεις σε διαγονιδιακά µοντέλα 
ποντικιών µε έλλειψη του γονιδίου της AQP4: συµµετοχή στο εγεφαλικό 
οίδηµα, στη µετανάστευση νευρογλοιακών κυττάρων και στη νευρωνική 
σηµατοδότηση [39]. Συγκεκριµένα, η AQP4 διευκολύνει σηµαντικά τη 
διακίνηση ύδατος εντός και εκτός του εγκεφάλου κατά τη δηµιουργία και 
απορρόφηση του εγκεφαλικού οιδήµατος και η ρύθµιση της 
έκφρασης/λειτουργικότητάς της εµπλέκεται στη γλοίωση (glial scar), δράση 
πιθανώς κλινικά σηµαντική σε τραυµατικές βλάβες, όγκους και λοιµώξεις. 
Επιπρόσθετα, πρόσφατα στοιχεία δείχνουν αύξηση του όγκου εξωκυττάριου 
χώρου σε έλλειψη AQP4 και επηρεασµένη επαναπρόσληψη Κ+ από AQP-null 
αστροκύτταρα, γεγονός που µπορεί να σχετίζεται µε σηµαντικές λειτουργικά 
αλληλεπιδράσεις διαύλων AQP4 - K+ [39].  
  Η AQP4 εκφράζεται στα αστροκύτταρα και επενδυµατικά κύτταρα του 
εγκεφάλου και νωτιαίου µυελού, µε υψηλή πόλωση. Εντοπίζεται κατεξοχήν 
στα τελικά αγγειακά πόδια των αστροκυττάρων που περιβάλλουν το 
ενδοθήλιο των εγκεφαλικών τριχοειδών, στα αστροκύτταρα στο περιοριστικό 
όριο της νευρογλοίας που επενδύει τις φλοιϊκές και κοιλιακές επιφάνειες, 
καθώς και στην πλαγιοβασική µεµβράνη του κοιλιακού επενδύµατος 
[40](εικ.3). Η πολωµένη δε έκφρασή της στα όρια του αιµατοεγκεφαλικού 
φραγµού και της επιφάνειας αλληλεπίδρασης εγκεφάλου-εγκεφαλονωτιαίου 
υγρού, τονίζει το σηµαντικό λειτουργικό της ρόλο στη διακίνηση ύδατος εντός 
και εκτός του εγκεφαλικού παρεγχύµατος, µέσω ενίσχυσης της 
διαµεµβρανικής ροής ύδατος στα αστροκύτταρα. Επιπλέον, υπάρχει µεγάλο 
ενδιαφέρον ως προς το µοριακό µηχανισµό της πολωµένης έκφρασης της 
AQP4, µε την α-συντροφίνη (µια πρωτεΐνη ικριώµατος, µέλος του DAP 
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συµπλέγµατος (dystrofin-associated protein complex)) να παίζει βασικό ρόλο 
στον εντοπισµό της AQP4 στα τελικά αγγειακά πόδια των αστροκυττάρων 
[34]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Eικόνα 3: Σχηµατική αναπαράσταση των µονοπατιών διακίνησης ύδατος στον αιµατο-
εγκεφαλικό φραγµό, στην επιφάνεια του εγκεφάλου και στην επιφάνεια των κοιλιών, µέσω 
µεµβρανών πλούσιων σε AQP4. Στη µικροφωτογραφία ανοσοφθορισµού (πάνω δεξιά) 
απεικονίζεται ο εγκέφαλος ενός αγρίου τύπου ποντικιού, σηµασµένος µε anti-AQP4 
αντισώµατα που συνδέονται στο κοιλιακό επένδυµα και τα περιβάλλοντα µικροαγγεία στην 
υποκοιλιακή λευκή ουσία. Στο ένθετο απεικονίζεται ένα µεµονωµένο αστροκύτταρο 
σηµασµένο µε anti-GFAP και anti-AQP4 αντισώµατα και καταγράφεται η εντόπιση σήµανσης 
AQP4 στις περιαγγειακές τελικές αποφύσεις [40]. 
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 Η AQP4 έχει 2 ισοµορφές ανάλογα µε την εναρκτήρια της µετάφρασης 
µεθειονίνη: τη Μ1 ( Met1 – 301 αµινοξέα) και τη M23 (Met23 – 323 αµινοξέα) 
[41]. Πρόσφατα οι Moet et al (2008) πρόσθεσαν 4 νέες ισοµορφές: AQP4d, 
AQP4f, AQP4b, AQP4e. Οι τρεις πρώτες στερούνται του εξονίου 2 και έχουν 
ενδοκυττάρια εντόπιση στις κυτταρικές σειρές, ενώ δεν διακινούν ύδωρ όταν 
εκφράζονται σε ωοκύτταρα Xenopus [22]. Η ενδογενής AQP4 είναι ένα 
τετραµερές αποτελούµενη από Μ1 και Μ23 υποµονάδες. Στον εγκέφαλο η 
Μ23 µορφή είναι τουλάχιστον τρεις φορές πιο άφθονη. Η Μ23 ισοµορφή 
φτιάχνει υψηλής οργάνωσης διατάξεις, τις λεγόµενες ορθογώνιες διατάξεις 
µορίων (ΟΑΡs, orthogonal arrays of particles), ενώ η Μ1 ισοµορφή 
παρουσιάζεται ως ανεξάρτητα τετραµερή. Ο σχηµατισµός των ΟΑΡs από τη 
Μ23 σταθεροποιείται µε υδρόφοβες ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις που 
περιλαµβάνουν αµινοτελικά υπολείµµατα και η απουσία ΟΑΡs στη Μ1 µορφή 
δικαιολογείται από µη εκλεκτικό µπλοκάρισµα τέτοιων αλληλεπιδράσεων από 7 
υπολείµµατα πάνω από τη µεθειονίνη 23 [42]. H αναλογία Μ1:Μ23 
ισοµορφών καθορίζει το µέγεθος των ΟΑΡs στις κυτταροπλασµατικές 
µεµβράνες [43]. Η ακριβής σηµασία της διάταξης σε ΟΑΡs δεν έχει πλήρως 
αποσαφηνιστεί. Πιθανότατα αυξάνουν τη διαπερατότητα σε ύδωρ των 
µεµονωµένων διαύλων AQΡ4 µέσα στη διάταξη [44] και διευκολύνουν την 
αγκυροβόληση της AQP4 [25]. Κατ΄επέκταση, παράγοντες που επηρεάζουν 
την επιλογή της θέσης έναρξης της µετάφρασης θα µπορούσαν να ρυθµίζουν 
το µέγεθος των ΟΑΡs και συνεπώς τη διαπερατότητα των κυττάρων σε ύδωρ 
[22]. (εικόνα 4) 
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 Εικόνα 4: α) Η σχέση Μ1 και Μ23 ισοµορφών συµβάλλει στο σχηµατισµό των ΟΑΡs. 
Υψηλότερη έκφραση Μ23 συµβάλλει στο σχηµατισµό µεγαλύτερων ΟΑΡs, µε τα µεγαλύτερα 
ΟΑΡs να συµµετέχουν στη διακίνηση αερίων και κατιόντων στις µεµβράνες των 
αστροκυττάρων,  µέσω          των κεντρικών πόρων. β) Αύξηση της AQP-M1, όπως  π.χ  µετά 
από εγκεφαλικό, οδηγεί σε διατάραξη των ΟΑΡs [20]. 
 
 
 
  Το γονίδιο της ανθρώπινης AQP4 (18q11.2-q12.1) είναι υψηλά συντηρηµένο, 
παρουσιάζοντας οµολογία αλληλουχίας µεγαλύτερη από 90% µε ορθόλογα 
ποντικών και αρουραίων. Αποτελείται από 5 κωδικοποιητικά εξόνια (22, 127, 
55, 27 και 92 αµινοξέων) που διαχωρίζονται από ιντρόνια 2.7, 0.8, 0.3, 5.2 kb. 
Μεγάλο κοµµάτι της γενετικής έρευνας επικεντρώνεται τελευταία στη 
διερεύνηση πολυµορφισµών του γονιδίου της AQP4 και της ενδεχόµενης 
συσχέτισής τους µε φαινοτύπους ασθενειών. Στους ανθρώπους είχε µέχρι 
πρόσφατα περιγραφεί µόνο ένας φυσικός µη-συνώνυµος µονονουκλεοτιδικός 
πολυµορφισµός (nsSNP, M278T), χωρίς λειτουργικό χαρακτηρισµό (δηλαδή, 
σε σχέση µε τη λειτουργία της πρωτεΐνης ή κάποιο παθολογικό φαινότυπο) 
[45]. Ενδεικτικά των µελετών αναφέρουµε την πρόσφατη µελέτη των Sorani 
et al.,2008, όπου εξετάσθηκε το DNA 188 ατόµων διαφόρων εθνοτήτων και 
καταγράφηκαν 24 παραλλαγές της AQP4 (µετά από sequencing των 5 
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εξονίων), µεταξύ των οποίων και 4 νέοι µη-συνώνυµοι SNPs (nsSNPs: I128T, 
D184E, I205L, M224T) [45]. Από αυτούς, ο I128T βρίσκεται στην 
διαµεµβρανική περιοχή, οι D184E και I205L στα όρια αγκύλης-έλικας και ο 
Μ224Τ σε αγκύλη (ο Μ228Τ βρίσκεται στo καρβοξυτελικό άκρο) (εικ. 5). 
Ποιοτικά οι Asp-Glu και Ile-Leu αντικαταστάσεις αντιπροσωπεύουν ελάσσονες 
χηµικές αλλαγές, ενώ οι Ile-Thr και Met-Thr αντικαταστάσεις οδηγούν σε πιο 
σηµαντικές αλλαγές, από υδρόφοβα σε υδρόφιλα αµινοξέα µε µικρότερο όγκο. 
Επιπλέον η Ile-Thr εξουδετερώνει ένα αλειφατικό αµινοξύ, ενώ η Met-Thr 
οδηγεί σε απώλεια ενός ατόµου θείου. Στη µελέτη Sorani διαπιστώθηκε 
επίσης, ότι οι προαναφερθέντες SNPs παρουσίαζαν µικρότερη σχετική 
διαπερατότητα σε νερό (στατιστικώς σηµαντική διαφορά, p<0.001) σε σχέση 
µε την AQP4 αναφοράς, µε τον Ι205L πολυµορφισµό να προκαλεί τη 
µεγαλύτερη µείωση [45]. H µείωση της διαπερατότητας σε ύδωρ κυµαίνονταν 
σε ποσοστά µεταξύ 26 και 48% (p<0.001) σε σχέση µε τον πόρο αναφοράς. 
Από την άλλη µεριά, ο αναφερόµενος Μ278Τ πολυµορφισµός φαίνεται να 
σχετίζεται µε αυξηµένη σχετική διαπερατότητα σε ύδωρ, δηλαδή σχετίζεται µε 
«κέρδος λειτουργικότητας» (να σηµειωθεί ότι ο συγκεκριµένος 
πολυµορφισµός δεν ανιχνεύθηκε στη µελέτη Sorani). Ανιχνεύθηκαν, συνεπώς,  
τέσσερις SNPs µε µειωµένη λειτουργικότητα, ωστόσο, ο ακριβής µηχανισµός 
µε τον οποίο οι τέσσερις SNPs προκαλούν µείωση της διαπερατότητας της 
AQP4 σε ύδωρ δεν έχει ακόµα αποσαφηνιστεί. Να αναφέρουµε ακόµη ότι η 
συχνότητα των τεσσάρων nsSNPs ήταν χαµηλή (1-2% συχνότητα 
αλληλοµόρφων συνολικά), υποδηλώνοντας ενδεχοµένως επιβλαβείς 
συνέπειες, καθώς και ότι ενώ καµία από τις πέντε παραλλαγές δεν φάνηκε να 
επηρεάζει άµεσα τη διαµόρφωση ή την εκλεκτικότητα του πόρου, όλες 
µείωναν τη σταθερότητα της πρωτεΐνης [45]. Υπάρχουν, επίσης, αναφορές 
που αναδεικνύουν την πιθανή επίδραση και µη κωδικοποιητικών 
πολυµορφισµών της AQP4 στην λειτουργία της [45]. 
  Από κλινικής σκοπιάς, επιδηµιολογικές µελέτες έχουν εντοπίσει διαφορές µε 
βάση την εθνικότητα ως προς την έκβαση µετά από εγκεφαλικό τραυµατισµό, 
οι οποίες θα µπορούσαν να σχετίζονται µε διαφορές σε αλληλόµορφα 
ποικίλων γονιδίων. Στην περίπτωση µας, οι πολυµορφισµοί της  AQP4 είναι 
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πιθανό να συσχετίζονται µε κλινικούς φαινοτύπους: για παράδειγµα, έχουµε 
ήδη αναφέρει πως σε µοντέλα ποντικών µε έλλειψη της AQP4, σε περιπτώσεις 
κυτταροτοξικού οιδήµατος, παρατηρείται λιγότερο οίδηµα των 
αστροκυττάρων και βελτιωµένη επιβίωση. Κατ΄επέκταση, ένα ενδιαφέρον 
ερώτηµα προς µελέτη είναι, αν η επίδραση συγκεκριµένων πολυµορφισµών 
της AQP4  σε ανθρώπους, θα µπορούσε  να είναι παρόµοια προστατευτική. Η 
σηµασία τέτοιων µελετών γίνεται ακόµη πιο µεγάλη αν αναλογιστεί κανείς, ότι 
κάθε χρόνο στις ΗΠΑ, για παράδειγµα, καταγράφονται περίπου 1.4 
εκατοµµύρια κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις και 750.000 εγκεφαλικά – χωρίς να 
συνυπολογίσουµε το οίδηµα σε όγκους και άλλες διαταραχές της ισορροπίας 
ύδατος. Οι πέντε και µόνο προαναφερθέντες πολυµορφισµοί, θα µπορούσαν 
να επηρεάζουν την έκβαση σε πάνω από 100.000 ανθρώπους [45].  
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Εικόνα 5  : Α) Χαρακτηριστικά του γονιδίου της AQP4. Η µακρά ισοµορφή αποτελείται από 5 
εξόνια. Β) Σχηµατική δευτεροταγής δοµή της AQP4, µε τις ενδοκυττάριες αµινο- , καρβοξυ- 
τελικές περιοχές, τις 6 διαµεµβρανικές περιοχές και τις 5 αγκύλες, καθώς και τους 4 νέους 
SNPs (τετραγωνάκια) και τον Μ278Τ (κύκλος). Figure generated by TOPO2 
(http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO-run/wtopo.pl). Γ) και ∆) Τρισδιάστατη κρυσταλλική δοµή 
της AQP4 αρουραίου, µε 93%  ταύτιση µε την ανθρώπινη, όπου παρουσιάζονται οι 4 νέοι 
πολυµορφισµοί (πράσινο, πορτοκαλί, κίτρινο, κίτρινο-πράσινο), όπως γίνονται ορατοί διαµέσω 
του διαύλου και σε πλάγια λήψη. Figures generated by UCSF Chimera 
(http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO-run/wtopo.pl). [45] 
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 AQP4 και εγκεφαλικό οίδηµα 
 
  Ο ρόλος της AQP4 στην ισορροπία ύδατος στο ΚΝΣ είναι πλέον σήµερα καλά 
τεκµηριωµένος. Η AQP4 έχει µεγάλη λειτουργική σηµασία στη διακίνηση 
ύδατος εντός και εκτός του εγκεφαλικού παρεγχύµατος, µέσω ενίσχυσης της 
διαµεµβρανικής ροής του στα αστροκύτταρα [38]. Να υπενθυµίσουµε ότι τα 
αστροκύτταρα αποτελούν την κύρια δεξαµενή κυττάρων στον ανθρώπινο 
εγκέφαλο, σε αναλογία µε τους νευρώνες τουλάχιστον 10:1 και η AQP4 
αντιπροσωπεύει τον κύριο δίαυλο ύδατος τους. Το ρόλο «κλειδί» της AQP4 
στο εγκεφαλικό οίδηµα διαπιστώνουµε αρχικά από έµµεσα στοιχεία: η AQP4 
παρουσιάζει µια «προς τα πάνω» ρύθµιση (upregulation) σε καταστάσεις που 
προκαλείται εγκεφαλικό οίδηµα, όπως τα κακοήθη αστροκυττώµατα [46,48], η 
οξεία βακτηριακή µηνιγγίτιδα [46] και η υπαραχνοειδής αιµορραγία [46,47]. Σε 
κάποιες περιπτώσεις, όπως στα αστροκυττώµατα, ο βαθµός της «προς τα 
πάνω» ρύθµισης σχετίζεται µε το µέγεθος του εγκεφαλικού οιδήµατος 
[46,48]. Πολυµορφισµοί της AQP4 έxουν ανιχνευθεί σε ανθρώπους, 
σχετιζόµενοι µε διαφορετικές ωσµωτικές διαπερατότητες µεµονωµένων 
διαύλων [45], µε έναν συγκεκριµένο µάλιστα (rs9951307), να συσχετίζεται µε 
την ανάπτυξη σοβαρού εγκεφαλικού οιδήµατος µετά από απόφραξη της µέσης 
εγκεφαλικής αρτηρίας [64]. Συνυπολογίζοντας κανείς τα ανωτέρω στοιχεία, 
αντιλαµβάνεται το ρόλο της AQP4 στο εγκεφαλικό οίδηµα, αν και δεν 
υποδηλώνεται το κατά πόσο η συµµετοχή της αφορά το σχηµατισµό ή την 
εξουδετέρωσή του.  
  Οι πρώτες άµεσες αποδείξεις για τον βασικό ρόλο της AQP4 στην ανάπτυξη 
κυτταροτοξικού οιδήµατος προέρχονται από µελέτες σε AQP4- null ποντίκια. 
Οι Manley et al.,[49] ανέδειξαν µειωµένο εγκεφαλικό οίδηµα και θνητότητα 
µετά από δηλητηρίαση εξ ύδατος σε ποντίκια µε έλλειψη AQP4, συγκριτικά µε 
ποντίκια αγρίου τύπου. Μειωµένο εγκεφαλικό οίδηµα και βελτιωµένη έκβαση 
διαπιστώθηκε και 24 ώρες µετά από απόφραξη της µέσης εγκεφαλικής 
αρτηρίας σε αντίστοιχες οµάδες ποντικών [49]. Οι Solenov et al., κατέδειξαν 
ότι αστροκύτταρα που στερούνται AQP4 είχαν 7 φορές µειωµένη 
διαπερατότητα ύδατος σε σχέση µε αντίστοιχα κύτταρα µε φυσιολογική 
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έκφραση AQP4 [50]. Επιπλέον  πειράµατα αποκάλυψαν µικρότερο οίδηµα και 
βελτιωµένη επιβίωση σε AQP4-null ποντίκια µετά από στρεπτοκοκκική 
µηνιγγίτιδα [51]. Σε αυτά τα πειραµατικά µοντέλα η έλλειψη AQP4 περιορίζει 
το εγκεφαλικό οίδηµα, µέσω µείωσης του σχηµατισµού του [51]. Οι Ottersen 
και Amiry-Moghaddam παρατήρησαν λιγότερο εγκεφαλικό οίδηµα µετά από 
δηλητηρίαση εξ ύδατος και απόφραξη της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας, σε 
ποντίκια στα οποία είχε εξαλειφθεί το γονιδίο της α- συντροφίνης [52,53]. H 
έλλειψη της α-συντροφίνης διαταράσσει την έκφραση της AQP4 στα τελικά 
αγγειακά πόδια των αστροκυττάρων, οπότε τα ποντίκια στα οποία είχε 
εξαλειφθεί το γονιδίο της α- συντροφίνης συµπεριφέρονταν λειτουργικά, ως 
ποντίκια στα οποία είχε εξαλειφθεί το γονιδίο της AQP4. Όλα τα παραπάνω 
στοιχεία παρέχουν σαφείς, άµεσες ενδείξεις για τη συµµετοχή της AQP4 στο 
κυτταροτοξικό οίδηµα, δηµιουργώντας προβληµατισµούς για την πιθανή 
χρήση εκλεκτικών της AQP4 αναστολέων στη µείωση της συσσώρευσης 
ύδατος στο κυτταροτοξικό οίδηµα [22]. 
    Το αγγειοκινητικό εγκεφαλικό οίδηµα δηµιουργείται λόγω διάσπασης του 
αιµατοεγκεφαλικού φραγµού και διαρροής ενδοαγγειακού υγρού στον 
εξωκυττάριο χώρο, ανεξάρτητα από τη συµµετοχή της AQP4. H διαπίστωση 
σε διάφορα πειραµατικά µοντέλα ότι η έλλειψη AQP4 αυξάνει το 
αγγειοκινητικό εγκεφαλικό οίδηµα υποδηλώνει ότι η απορρόφηση του 
οιδήµατος ακολουθεί διακυττάρια, εξαρτώµενα από την AQP4, µονοπάτια. Οι 
τρεις πιθανοί οδοί εξουδετέρωσης του οιδήµατος, δηλαδή η αφοριστική γλοία, 
το επένδυµα και ο αιµατοεγκεφαλικός φραγµός, είναι πλούσια σε AQP4 [25], 
είναι δε καλά τεκµηριωµένη η µειωµένη διαπερατότητα του 
αιµατοεγκεφαλικού φραγµού σε έλλειψη AQP4 [49,51-54]. Πειραµατική 
φλοιϊκή βλάβη οδήγησε σε εκτεταµένη διαταραχή του αιµατοεγκεφαλικού 
φραγµού σε ποντίκια στα οποία έχει εξαλειφθεί το γονίδιο AQP4, καθώς και σε 
αγρίου τύπου ποντίκια, αλλά τα πρώτα, παρουσίαζαν σηµαντικά µεγαλύτερο 
οίδηµα και υψηλότερη ενδοκράνια πίεση [55]. Επίσης, συγκρίνοντας  το 
αγγειοκινητικό οίδηµα που δηµιουργείται γύρω από όγκο (µετά από 
εµφύτευση κυττάρων µελανώµατος στο ραβδωτό σώµα) σε ποντίκια στα 
οποία έχει εξαλειφθεί το γονίδιο AQP4 και σε αγρίου τύπου ποντίκια, 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 27 
παρατηρείται υψηλότερη ενδοκράνια πίεση και επιταχυνόµενη νευρολογική 
επιδείνωση στα πρώτα [55]. Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και σε 
σταφυλοκοκκικά εγκεφαλικά αποστήµατα, όπου εκτός από το αυξηµένο 
περιαποστηµατικό οίδηµα και την αυξηµένη ενδοκράνια πίεση στα ποντίκια µε 
έλλειψη AQP4, παρατηρήθηκε και µεγαλύτερη θνησιµότητα [56]. Σε όλα τα 
προαναφερθέντα πειραµατικά µοντέλα το µέγεθος των βλαβών και ο βαθµός 
διαπερατότητας του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού ήταν παρόµοια, γεγονός 
που υποδηλώνει ότι οι δυνάµεις που οδήγησαν στην ανάπτυξη 
αγγειοκινητικού οιδήµατος ήταν ανάλογες στις δύο οµάδες ποντικών και οι 
διαφορές οφείλονταν στην επηρεασµένη κάθαρση ύδατος από τον 
εξωκυττάριο χώρο στα AQP4-null ποντίκια [33]. Από κλινικής άποψης οι 
φαινοτυπικές µελέτες σε AQP4-null ποντίκια δείχνουν ότι η έλλειψη AQP4 
µειώνει την κάθαρση του εξωκυττάριου υγρού και επιδεινώνει την έκβαση σε 
µοντέλα όπου το αγγειοκινητικό οίδηµα είναι ο κυρίαρχος παθοφυσιολογικός 
µηχανισµός. Κατ΄επέκταση, η χρήση αναστολέων της AQP4 δεν θα είχε θέση 
στη θεραπεία του αγγειογενούς εγκεφαλικού οιδήµατος [33].  
  Συνοψίζοντας, διαπιστώνεται µέσω πολλών πειραµατικών µοντέλων ο 
πολύπλοκος, διπλός, ρυθµιστικός ρόλος της AQP4 στη δηµιουργία και 
απορρόφηση του εγκεφαλικού οιδήµατος, µε την αυξηµένη 
έκφραση/λειτουργικότητα της AQP4 να επιταχύνει την εξουδετέρωση του 
αγγειοκινητικού  εγκεφαλικού οιδήµατος και τη µειωµένη έκφραση / 
λειτουργικότητα της AQP4 να επιβραδύνει τη δηµιουργία κυττοτοξικού 
εγκεφαλικού οιδήµατος [55]. (εικ.6) 
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 εικόνα 6: Προτεινόµενοι µηχανισµοί της συµµετοχής της AQP4 στη δηµιουργία οιδήµατος: 
Α) Στο κυτταροτοξικό οίδηµα, η είσοδος του πλεονάζοντος υγρού στο εγκεφαλικό παρέγχυµα 
είναι εξαρτώµενη από την  AQP4, γιατί το οιδηµατικό υγρό ρέει από το αγγειακό διαµέρισµα 
µέσω του ανέπαφου αιµατοεγκεφαλικού φραγµού (ΕΑΦ) και των πλούσιων σε AQP4 τελικών 
αποφύσεων των αστροκυττάρων και συσσωρεύεται κατεξοχήν στα αστροκύτταρα. Β)  Στο 
αγγειογενές οίδηµα, η συσσώρευση ύδατος είναι ανεξάρτητη από την  AQP4 γιατί ο ΕΑΦ έχει 
διαρραγεί, επιτρέποντας την είσοδο υγρού απευθείας στο εγκεφαλικό εξωκυττάριο χώρο, 
παρακάµπτοντας τις τελικές αποφύσεις των αστροκυττάρων [25]. 
 
 
 
 
AQP4 και  ισχαιµική - τραυµατική εγκεφαλική βλάβη 
 
  Η οξεία εστιακή βλάβη του εγκεφάλου, όπου περιλαµβάνεται η κάκωση, η 
ισχαιµία και η υπαραχνοειδής αιµορραγία, προκαλεί µεταβολές στην έκφραση 
της AQP4 [55]. Για χρόνια θεωρούνταν πως το αγγειοκινητικό οίδηµα ήταν ο 
κυρίαρχος τύπος οιδήµατος µετά από τραυµατική εγκεφαλική βλάβη. Η 
ανάπτυξη µηχανικών µοντέλων τραυµατικής εγκεφαλικής βλάβης  και η χρήση 
απεικόνισης µε µαγνητικό συντονισµό, αποκάλυψαν ότι και το κυτταροτοξικό 
οίδηµα έχει καθοριστική παθοφυσιολογική σηµασία, καθώς αναπτύσσεται 
νωρίς και επιµένει ενώ η ακεραιότητα του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού 
σταδιακά αποκαθίσταται [22]. Εικοσιτέσσερις ώρες µετά από τραυµατική 
εγκεφαλική βλάβη, βρέθηκε µια «προς τα κάτω» ρύθµιση της έκφρασης της 
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AQP4 στον τραυµατισµένο φλοιό- ιδιαιτέρως σε περιοχές που επηρεάζονται 
από τη διάσπαση του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού, οπότε το κυρίαρχο οίδηµα 
είναι το αγγειοκινητικό - χωρίς σηµαντική αλλαγή στο επίπεδο έκφρασης της 
AQP4 στα πιο αποµακρυσµένα σύστοιχα βασικά γάγγλοια και τον αντίπλευρο 
φλοιό [57]. Μια σταδιακή µείωση της AQP4 στο τραυµατισµένο ηµισφαίριο 
παρατηρείται µε την πάροδο του χρόνου, µε σηµαντική µείωση να 
καταγράφεται  48 ώρες µετά τον τραυµατισµό, ενώ µια αύξηση παρατηρείται 
στα όρια της τραυµατικής βλάβης, σε περιοχές όπου διατηρήθηκε ο 
αιµατοεγκεφαλικός φραγµός, οπότε το κυρίαρχο οίδηµα ήταν το 
κυτταροτοξικό, 3 µέρες µετά τον τραυµατισµό [57]. Τα παρατηρούµενα 
αντίθετα αποτελέσµατα που περιγράφονται, µπορεί να οφείλονται κατά ένα 
µέρος στο παροδικό αγγειοκινητικό οίδηµα και κατά ένα άλλο στο 
παρατεταµένο κυτταροτοξικό οίδηµα: η µείωση της AQP4 µετά από 
τραυµατισµό µπορεί να σχετίζεται µε πιθανή προστατευτική δράση έναντι του 
σχηµατισµού αγγειοκινητικού οιδήµατος [57], ενώ η αύξηση µπορεί να είναι 
σηµαντική στην απορρόφηση του κυτταροτοξικού οιδήµατος [57,58]. 
Ωστόσο, έρευνες πάνω σε τοπικές αλλαγές στην AQP4 µετά από τραυµατισµό 
του εγκεφάλου, δεν παρείχαν σταθερή εικόνα ως προς τις χρονοεξαρτώµενες 
αλλαγές της έκφρασης της AQP4: οι Sun et al., κατέδειξαν µια «προς τα 
πάνω» ρύθµιση της AQP4 στην περιοχή της κάκωσης και µια «προς τα κάτω 
ρύθµιση» γειτονικά της [59]. Σε αντίθεση, οι Zhao et al.,2005 έδειξαν 
µειωµένα επίπεδα AQP4 στον πυρήνα του τραύµατος και µέτρια αύξηση της 
στην ισχαιµική περιοχή που τον περιβάλλει [60]. Χρησιµοποιώντας ένα 
µοντέλο αρουραίων µε διατιτραίνοντα εγκεφαλικό τραυµατισµό (penetrating 
brain injury) (ΡΒΙ), οι Neal et al βρήκαν ότι η ανοσοδραστικότητα της AQP4 
ήταν σηµαντικά αυξηµένη στην περιτραυµατική περιοχή και στις 24 και στις 
72 ώρες µετά τον τραυµατισµό [61]. 
  Η χρονική εξέλιξη της έκφρασης της AQP4 διαφέρει µεταξύ αγγειακού 
εγκεφαλικού και άλλων µοντέλων τραυµατικής εγκεφαλικής βλάβης [63]. Σε 
αντίθεση µε την κάκωση, η έκφραση της AQP4 παρουσιάζει ταχύτατα µια 
«προς τα πάνω» ρύθµιση στα τελικά πόδια των αστροκυττάρων σε επαφή µε 
τα αιµοφόρα αγγεία, που φτάνει στην αιχµή της 1 ώρα µετά το εγκεφαλικό σε 
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µοντέλα µε παροδική απόφραξη της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας - η αύξηση 
δε αυτή παρατηρείται στην περιοχή της µελλοντικής βλάβης [62,63]. Η 
αύξηση της έκφρασης της AQP4 σχετίζεται προσωρινά µε το βαθµό του 
εγκεφαλικού οιδήµατος [62,63] και συνακόλουθα, η πρώιµη χορήγηση 
φαρµάκων που θα ανέστελλαν την έκφραση/λειτουργικότητά της, θα 
µπορούσε να είναι χρήσιµη κλινικά. Η πρώιµη αύξηση της έκφρασης της AQP4 
δεν παρατηρείται σε µοντέλα µε σοβαρότερο αγγειακό εγκεφαλικό, όπως σε 
µόνιµη απόφραξη του άπω κλάδου της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας, 
δηµιουργώντας την υπόθεση ότι σε µεγαλύτερη ιστική βλάβη ο εγκέφαλος 
πιθανώς δεν µπορεί να συνθέσει επαρκείς νέες AQP4. Μετά από επαναιµάτωση 
η αναλογία AQP-M1 και AQP-M23 αλλάζει στο ισχαιµικό ηµισφαίριο, µε 
µεγαλύτερη επαγωγή της AQP-M1 σε σχέση µε τη Μ23 (όπως διαπιστώνεται 
µε Western blot), δηλώνοντας αποδιοργάνωση των ΟΑΡs [62]. Σε µοντέλο 
παροδικής απόφραξης της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας, µια δεύτερη αιχµή της 
έκφρασης της AQP4 παρατηρείται στην ισχαιµική περιοχή (penumbra) 48 
ώρες µετά, που συσχετίζεται µε το εγκεφαλικό οίδηµα και συνδέεται µε 
επαγωγή της AQP4 στις τελικές αποφύσεις των αστροκυττάρων και τα 
κυτταρικά σώµατα [63]. Σε ήπιο αγγειακό εγκεφαλικό η αυξηµένη έκφραση 
της AQP4 δεν διαπιστώθηκε µετά την 7η ηµέρα [63], αλλά σε πιο βαριές 
βλάβες η αύξηση παρέµεινε µέχρι και µετά από 28 ηµέρες στο περιθώριο της 
υπολειµµατικής τραυµατικής περιοχής και συσχετιζόταν µε τη διάλυση του 
οιδήµατος. 
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Σκοπός της µελέτης 
 
  Η έκβαση µετά από µια κρανιοεγκεφαλική κάκωση παρουσιάζει σηµαντική 
ποικιλοµορφία. Με δεδοµένη τη συµµετοχή διαφόρων γενετικών παραγόντων  
στην παθοφυσιολογία της ΚΕΚ, φαίνεται πως η έκταση της βλάβης του 
εγκεφάλου µετά από ΚΕΚ, θα µπορούσε να επηρεάζεται σε κάποιο βαθµό από 
γενετικούς πολυµορφισµούς. Έχοντας ήδη αναλύσει το ρόλο στην 
ανάπτυξη/απορρόφηση του εγκεφαλικού οιδήµατος της AQP4, καθώς και της 
σηµασίας του εγκεφαλικού οιδήµατος στις ΚΕΚ, στην παρούσα µελέτη 
διερευνήθηκε η επίδραση συγκεκριµένων tag πολυµορφισµών (SNPs) της 
AQP4 σε διάφορες κλινικές παραµέτρους ασθενών µετά από ΚΕΚ (βαρύτητα 
κατά την εισαγωγή, εξάµηνη έκβαση). 
 
 
Ασθενείς και µέθοδος 
 
  Κατά τη µελέτη συλλέχθηκαν 363 ασθενείς οι οποίοι διεκοµίσθησαν στο 
τµήµα επειγόντων περιστατικών του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου 
Λάρισας. Η καταγραφή των ασθενών περιελάµβανε: 
1) τα δηµογραφικά στοιχεία των ασθενών (φύλο, ηλικία), 
2) τη νευρολογική σηµειολογία και εκτίµηση της αρχικής κλινικής εικόνας 
των ασθενών, µε τη χρήση της κλινικής κλίµακας κώµατος της 
Γλασκώβης ( Glascow Coma Scale , GCS). Η GCS λαµβάνει τιµές από 3 
(βαθύ κώµα) έως 15 (χωρίς διαταραχή του επιπέδου συνείδησης). Για 
καλύτερη ανάλυση των αποτελεσµάτων δηµιουργήθηκαν τρεις 
υποκατηγορίες ασθενών ανάλογα µε τις τιµές της GCS: 3-8, 9-12, 13-
15, αντιπροσωπεύοντας βαριά, µέτρια και ελαφρά κλινική εικόνα, 
αντίστοιχα, 
3) αιµοληψία και αποµόνωση γενωµικού DNA από πυρήνες 
λευκοκυττάρων (µε τη µέθοδο της εξαλάτωσης και προσθήκη 
πρωτεϊνάσης Κ) και ακολούθως, έλεγχο της ποιότητας και της 
ποσότητας του DNA µε φωτοµέτρηση και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
αγαρόζης, 
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4) επανεκτίµηση των ασθενών 6 µήνες µετά την ΚΕΚ και καταγραφή της 
έκβασης και της λειτουργικής αποκατάστασής τους µε την κλίµακα 
έκβασης της Γλασκώβης ( Glascow Outcome Scale, GOS). Για καλύτερη 
στατιστική ανάλυση δηµιουργήθηκαν δύο κατηγορίες ασθενών: 
ευνοϊκής έκβασης (favorable outcome), στην οποία ανήκαν ασθενείς 
που ήταν λειτουργικά ανεξάρτητοι µετά το συµβάν (GOS= ασθενείς µε 
πλήρη ανάρρωση (G) ή µέτρια ανικανότητα (MD)) και µη ευνοϊκής 
έκβασης (unfavorable outcome, GOS= ασθενείς µε σοβαρή 
ανικανότητα (SD) ή σε φυτική κατάσταση (V) ή ασθενείς που 
κατέληξαν (D)). 
 
 
 
Τεχνικό µέρος  
 
Ακολούθως περιγράφονται συνοπτικά οι µέθοδοι που εφαρµόστηκαν για την 
αποµόνωση των πολυµορφισµών της AQP4 που χρησιµοποιήθηκαν στη 
µελέτη µας.  
  Η αποµόνωση γενωµικού DNA πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της 
εξαλάτωσης, από εµπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος (πυρήνες 
λευκοκυττάρων). Η διαδικασία ξεκινά µε τη λήψη 10ml αίµατος που 
τοποθετούνται σε σωληνάριο, παρουσία αντιπηκτικού Na2EDTA. Τα 
αντιδραστήρια που χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση του γενωµικού DNA 
είναι τα ακόλουθα:  
− ∆ιαλύµατα διάσπασης των πυρήνων 
Lysis I: NH4Cl (155mM), KHCO3 (10mM), EDTA (1mM), pH=7.4 
Lysis II: Tris (10mM), NaCl (400mM), di-Na EDTA (2mM), pH=8.2 
− ∆ιάλυµα πρωτεϊνάσης Κ (10mg/ml) 
− ∆ιάλυµα 10% w/v SDS (sodium dodecyl sulfate: δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο) 
− Κορεσµένο διάλυµα NaCl (6M) 
− Απόλυτη αιθανόλη 
− CH3COONa (3M) 
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− Πηκτή αγαρόζης 1% 
  Το DNA που συλλέγεται, ακολουθώντας συγκεκριµένη αλληλουχία σταδίων, 
φυλάσσεται στους 40C (για συχνή χρήση) ή στους -200C (για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα). 
 Στη συνέχεια προσδιορίζεται η ποιότητα του DNA που αποµονώθηκε καθώς 
και η συγκέντρωση του. Ο έλεγχος της ποιότητας πραγµατοποιείται µε 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (1%) παρουσία βρωµιούχου αιθιδίου 
(EtBr)  και το DNA γίνεται ορατό µε υπεριώδη ακτινοβολία σε συσκευή UV. Ο 
προσδιορισµός της συγκέντρωσής του DNA (ποσοτικά) περιλαµβάνει την 
τεχνική της φωτοµέτρησης σε φασµατοφωτόµετρο. Η τεχνική αυτή 
βασίζεται στην ιδιότητα του DNA να απορροφά εκλεκτικά ακτινοβολία µήκους 
κύµατος 260nm. Η µέθοδος αυτή είναι αρκετά ευαίσθητη και µπορεί να 
ανιχνεύσει ποσότητες DNA µέχρι και 0,2µg DNA/ml διαλύµατος. Να 
υπενθυµίσουµε ότι µε τη µέθοδο αυτή µπορεί να εκτιµηθεί και η καθαρότητα 
του DNA που αποµονώσαµε µε βάση το λόγο  OD260/OD280,  όπου (OD) η 
οπτική πυκνότητα υδατικού διαλύµατος DNA (αραιωµένο διάλυµα DNA 1:100) 
σε µήκος κύµατος 260nm και 280 nm σε κυψελίδα χαλαζία µε διαδροµή 
φωτός 1cm. Τιµές του λόγου µεταξύ 1,7 και 1,9 υποδηλώνουν παρουσία 
επαρκώς καθαρού DNA, τιµές µικρότερες του 1,7 φανερώνουν ότι το διάλυµα 
του DNA περιέχει πρωτεΐνες, ενώ τιµές µεγαλύτερες του 1,9 υποδηλώνουν 
πρόσµιξη µε RNA. 
Με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) 
επιτυγχάνεται  ο ενζυµικός πολλαπλασιασµός επιλεγµένων αλληλουχιών DNA 
(DNA-στόχου) από ελάχιστη αρχική ποσότητα δείγµατος, προκειµένου να γίνει 
εφικτή στη συνέχεια η ανάλυση πολυµορφισµών. Συνοπτικά αναφέρουµε ότι η 
τεχνική της PCR αποτελείται από επαναλαµβανόµενους κύκλους. Κάθε κύκλος 
της PCR περιλαµβάνει τρία στάδια και η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται 
εξ΄ολοκλήρου in vitro σε ένα σωληνάριο τύπου eppendorf µε τη χρήση 
θερµικού κυκλοποιητή: 
1ο στάδιο: θερµική αποδιάταξη του DNA-εκµαγείου, όπου το δίκλωνο DNA 
µετατρέπεται σε µονόκλωνο (denaturation) 
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2ο στάδιο: σύνδεση εκκινητών, όπου οι δύο εκκινητές υβριδίζονται µε τις δύο 
συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA-στόχου (primer annealing) 
3ο στάδιο: σύνθεση DNA, όπου παρουσία Taq DNA πολυµεράσης και dNTPs, 
οι συµπληρωµατικές βάσεις προστίθενται στα 3΄ άκρα των εκκινητών µε βάση 
την αλυσίδα DNA-εκµαγείο και οι νέες πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες 
επεκτείνονται (extension). Η σύνθεση DNA γίνεται πάντοτε προς την 
κατεύθυνση 5΄→3΄. 
Για τα παραπάνω στάδια απαραίτητη είναι µια επαναλαµβανόµενη εναλλαγή 
ανάµεσα σε µια υψηλή θερµοκρασία για το διαχωρισµό των αλυσίδων του 
DNA, µια σχετικά χαµηλή θερµοκρασία για τον υβριδισµό των εκκινητών µε 
συµπληρωµατικές περιοχές του DNA-στόχου και µια ενδιάµεση θερµοκρασία 
για την επέκταση των εκκινητών. Οι κύκλοι αυτοί αποδιάταξης και σύνθεσης 
νέου DNA µπορεί να επαναληφθούν πολλές φορές, συνήθως 30 ή 40, 
καταλήγοντας στο σχηµατισµό περισσότερων από 1 δισεκατοµµύριο πιστών 
αντιγράφων του αρχικού τµήµατος του DNA.  
  Η ανίχνευση πολυµορφισµών στο τµήµα DNA που έχει ενισχυθεί (PCR 
product), µπορεί να γίνει µε τη χρήση ενζύµων περιορισµού. Τα ένζυµα 
περιορισµού είναι ενδονουκλεάσες που κόβουν, κατά τρόπο 
επαναλαµβανόµενο και καθορισµένο, το δίκλωνο µόριο DNA, µε παραγωγή 
δύο σηµείων κοπής (ένα µέσω κάθε µιας από τις αλυσίδες της διπλής έλικας). 
Υπάρχουν δυο κύριες οµάδες ενζύµων περιορισµού: η πρώτη οµάδα 
περιλαµβάνει τα ένζυµα που δηµιουργούν κολλώδη µονόκλωνα άκρα (sticky 
ends) και η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει ένζυµα που δηµιουργούν µη 
κολλώδη δίκλωνα άκρα (blunt ends) – κοινή ιδιότητα όλων είναι ότι 
αναγνωρίζουν µια εξειδικευµένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων στο DNA. Ανάλογα 
δε µε τη δράση τους µετά την αναγνώριση της ειδικής αλληλουχίας, 
διακρίνουµε τρεις τύπους περιοριστικών ενζύµων ( I, II, III) – στο εργαστήριο 
χρησιµοποιούνται τα τύπου II ένζυµα ( αναγνωρίζουν την αλληλουχία και 
τέµνουν το DNA στο επίπεδό της).  
  H µέθοδος της Real-Time PCR αποτελεί µια παραλλαγή της συµβατικής 
µεθόδου, η οποία µπορεί να ενισχύσει, να ανιχνεύσει και να ποσοτικοποιήσει 
µια αλληλουχία-στόχο µε µεγαλύτερη ταχύτητα και αποτελεσµατικότητα.            
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Μεγάλο πλεονέκτηµα της µεθόδου αποτέλεσε η δυνατότητα παρακολούθησης 
της εξέλιξης της αντίδρασης σε οποιοδήποτε στάδιο βρίσκεται η αντίδραση, 
επιτρέποντας ουσιαστικά τη µέτρηση της ποσότητας του προϊόντος που 
παράγεται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, µέσω της παρακολούθησης 
της αύξησης του φθορισµού κάποιας φθορίζουσας ουσίας. Η αύξηση του 
σήµατος φθορισµού είναι ανάλογη του προϊόντος που συντίθεται και 
σχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος. Ο φθορισµός 
µετριέται σε κάθε κύκλο της PCR, µε αποτέλεσµα να προκύπτει µια καµπύλη 
ενίσχυσης (amplification plot), γεγονός που µας επιτρέπει να παρακολουθούµε 
όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Συνοπτικά αναφέρουµε ότι η καµπύλη 
ενίσχυσης περιλαµβάνει τρεις φάσεις: την εκθετική, όπου σε κάθε κύκλο της 
αντίδρασης πραγµατοποιείται ακριβής διπλασιασµός του προϊόντος, τη 
γραµµική όπου λόγω έναρξης εξάντλησης αντιδραστηρίων και συσσώρευσης 
αναστολέων, η αντίδραση της ενίσχυσης επιβραδύνεται και τη φάση κορεσµού 
όπου η αντίδραση ενίσχυσης σταµατά εντελώς. Για την ποσοτικοποίηση 
εκτιµάται η εκθετική φάση µε βάση την τιµή Ct (threshold cycle, δηλαδή τον 
αριθµό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που απαιτούνται ώστε η τιµή 
του παρατηρούµενου φθορισµού να προσεγγίζει ένα συγκεκριµένο όριο 
(threshold)), µε τον κανόνα ότι  όσο µικρότερη είναι η τιµή Ct τόσο 
υψηλότερη είναι η συγκέντρωση του αρχικού υποστρώµατος. 
  Η γονοτύπιση των tag SNPs που µελετήσαµε στους ασθενείς µε ΚΕΚ 
βασίστηκε στη µέθοδο Taqman και πραγµατοποιήθηκε µε Taqman ειδικές 
δοκιµασίες διάκρισης αλληλοµόρφων, σε σύστηµα ανίχνευσης αλληλουχιών  
ABI PRISM® 7900. Χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό SDS (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) για τη αναγνώριση των παρατηρούµενων φθορισµών και 
αντιστοίχησή τους µε τους γονότυπους.  
  H µέθοδος Taqman είναι µια ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
σε πραγµατικό χρόνο (Real-Time PCR) που χρησιµοποιείται για τον 
προσδιορισµό πολυµορφισµών σε συγκεκριµένο τµήµα του DNA. Η µέθοδος 
αυτή βασίζεται στη δράση 5΄-νουκλεάσης της DNA πολυµεράσης, η οποία 
χρησιµοποιείται για την υδρόλυση του ανιχνευτή. Αναλυτικότερα, ο Taqman 
ανιχνευτής είναι ένα ολιγονουκλεοτίδιο που φέρει στο 5΄ άκρο του µια 
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χρωστική που φθορίζει (reporter dye) και στο 3΄άκρο του µια άλλη χρωστική 
η οποία απορροφά και εξουδετερώνει το σήµα που προέρχεται από την πρώτη 
(quencher dye) όταν είναι σε εγγύτητα. Κατά συνέπεια, όταν ο ανιχνευτής 
είναι ανέπαφος δεν παρατηρείται φθορισµός. Η µέθοδος Taqman 
περιλαµβάνει επίσης τους παράγοντες της κλασικής PCR (εκκινητές, 
τριφωσφωρικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, ιόντα µαγνησίου, Taq πολυµεράση) 
ενώ η PCR αντίδραση περιλαµβάνει τα γνωστά στάδια όπως αναφέρθηκαν 
παραπάνω δηλαδή της αποδιάταξης, της σύνδεσης και της επιµήκυνσης των 
εκκινητών. Κατά τη διάρκεια της PCR, ο ανιχνευτής υβριδίζει το τµήµα του 
DNA που περιέχει τον πολυµορφισµό που µας ενδιαφέρει. Έπειτα κατά τη 
διάρκεια της επέκτασης (extention) του τµήµατος του DNA µε τους 
κατάλληλους εκκινητές, ο ανιχνευτής υδρολύεται από την Taq πολυµεράση, 
µε αποτέλεσµα την αποκοπή του άκρου του ανιχνευτή και κατ’ επέκταση τη 
διακοπή της αλληλεξουδετέρωσης του σήµατος και την παραγωγή φθορισµού. 
Καθώς ο πολυµερισµός συνεχίζεται αυξάνονται τα φθορίζοντα άκρα του 
ανιχνευτή που απελευθερώνονται και, συνεπώς, αυξάνεται παράλληλα η 
ένταση του φθορισµού. Η αύξηση αυτή είναι ανάλογη µε το προϊόν του DNA 
που παράγεται. Να σηµειώσουµε ότι η αύξηση του φθορισµού εµφανίζεται 
µόνο όταν η αλληλουχία-στόχος είναι συµπληρωµατική του ανιχνευτή και 
ενισχύεται κατά τη διάρκεια της PCR – γι΄αυτό δεν ανιχνεύεται µη ειδική 
ενίσχυση. Συγκρίνοντας τα σήµατα καθορίζουµε την περιεκτικότητα κάθε 
δείγµατος σε κάθε αλληλόµορφο. (εικόνα 7) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 38 
 
 
 
  εικόνα 7: Αρχή της µεθόδου Taqman: ∆ιακρίνονται οι δύο εκκινητές καθώς και ο ειδικός 
ανιχνευτής, ο οποίος προσδένεται σε εσωτερική αλληλουχία του προϊόντος. Η δράση 5΄-
νουκλεάσης της DNA πολυµεράσης, συµβάλλει στην υδρόλυση του ανιχνευτή, και κατ’ 
επέκταση στην απελευθέρωση της φθορίζουσας χρωστικής που βρίσκεται στο 5΄ άκρο. Αυτό 
έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή φθορισµού, ο οποίος αυξάνεται ανάλογα µε την ποσότητα 
του παραγόµενου προϊόντος κατά την αντίδραση ενίσχυσης.  
 
  Για την επιβεβαίωση του παραπάνω αποτελέσµατος της γονοτύπισης µε την 
τεχνική Taqman πραγµατοποιήθηκε επίσης και DNA sequencing σε συνολικά 
50 από τους ασθενείς µε ΚΕΚ. Η µέθοδος περιλαµβάνει διάφορες τεχνικές και 
τεχνολογίες που χρησιµοποιούνται για τον καθορισµό της σειράς των 
νουκλεοτιδίων (αδενίνη, θυµίνη, γουανίνη, κυτοσίνη) σε ένα µόριο DNA. Η 
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γενική αρχή της µεθόδου είναι η εισαγωγή ειδικά σηµασµένων νουκλεοτίδιων 
(τριφωσφωρικών διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs)) τα οποία τερµατίζουν την 
ενίσχυση του DNA σε διάφορα σηµεία µε αποτέλεσµα την εµφάνιση της 
αλληλουχίας µετά από ηλεκτροφόρηση. Η κλασική µέθοδος τερµατισµού 
περιλαµβάνει ένα µονόκλωνο DNA-πρότυπο, ένα DNA εκκινητή, µια DNA 
πολυµεράση, κανονικά τριφωσφωρικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs)  και 
τροποποιηµένα νουκλεοτίδια (τα οποία στερούνται 3΄- ΟΗ οµάδας, 
απαραίτητης για το σχηµατισµό φωσφωδιεστερικού δεσµού µεταξύ δύο 
νουκλεοτιδίων) (dideoxyNTPs) και τα οποία είναι σηµασµένα (ραδιενεργώς ή  
µε φθορίζουσες χρωστικές). Το δείγµα του DNA χωρίζεται σε τέσσερις 
sequencing αντιδράσεις, όπου περιέχονται και τα τέσσερα δεοξυνουκλεοτίδια 
(dATP, dGTP, dCTP and dTTP) και  DNA πολυµεράση. Σε κάθε αντίδραση 
προστίθεται ένα µόνο από τα τέσσερα διδεοξυνουκλεοτίδια (ddATP, ddGTP, 
ddCTP, or ddTTP), οπότε και τερµατίζεται η επιµήκυνση της έλικας του DNA, 
οδηγώντας στη δηµιουργία θραυσµάτων DNA ποικίλου µήκους. Τα 
νεοσυντεθιµένα και σηµασµένα τµήµατα DNA αποδιατάσσονται θερµικά και 
διαχωρίζονται αναλόγως µεγέθους µε ηλεκτροφόρηση σε γέλη, µε καθεµιά 
από τις τέσσερις αντιδράσεις να λαµβάνουν χώρα σε µία από τέσσερις 
ανεξάρτητες σειρές ( σειρά Α,Τ,C,G ) – οι ζώνες του DNA γίνονται ορατές µε 
υπεριώδη ακτινοβολία ή αυτοραδιογραφία και η αλληλουχία του DNA 
διαβάζεται σε ακτινολογικό φίλµ ή εικόνα γέλης (gel image) – στο φιλµ η 
αλληλουχία του DNA διαβάζεται από κάτω προς τα πάνω, µε βάση τις σχετικές 
θέσεις των διαφόρων ζωνών ανάµεσα στις τέσσερις σειρές. Στις τεχνικές 
παραλλαγές της µεθόδου όπως αυτή που χρησιµοποιήσαµε στο εργαστήριο 
περιλαµβάνεται και η χρήση σηµασµένου εκκινητή στο 5΄- άκρο µε 
φθορίζουσα χρωστική (dye- primer sequencing), και ανίχνευση της χρωστικής 
από τον αντίστοιχο laser αισθητήρα µε ταχύτερα, πιο οικονοµικά και 
αυτοµατοποιηµένα αποτελέσµατα (εικόνα 7). 
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εικόνα 7 : Απεικόνιση αποτελεσµάτων sequencing µε χρήση  ραδιογραφίας ( µαύρες ζώνες) 
και φθοριζόντων χρωστικών (χρωµατιστές αιχµές) 
 
 
Η όλη µελέτη µας στηρίχθηκε στη χρησιµοποίηση αντιπροσωπευτικών 
πολυµορφισµών στο γονίδιο της AQP4 ή αλλιώς όπως είναι γνωστοί στη 
βιβλιογραφία tag πολυµορφισµών (tag– SNPs). Για την επιλογή αυτών των 
αντιπροσωπευτικών πολυµορφισµών χρησιµοποιείται το µοντέλο της 
ανισορροπίας σύνδεσης (linkage disequilibrium (LD) που είναι παρούσα στους 
ανθρώπινους πληθυσµούς. Επιγραµµατικά, ο όρος linkage disequilibrium (LD) 
περιγράφει την κατάσταση  σύµφωνα µε την οποία, στο ίδιο χρωµόσωµα, σε 
ένα γενετικό τόπο, ένα συγκεκριµένο αλληλόµορφο, κληρονοµείται µαζί µε 
κάποιο άλλο συγκεκριµένο αλληλόµορφο ενός δεύτερου γενετικού τόπου, 
συχνότερα από ότι θα συνέβαινε τυχαία. Με άλλα λόγια, πρόκειται για το 
φαινόµενο της εµφάνισης κάποιων συνδυασµών αλληλοµόρφων ή γενετικών 
δεικτών σε ένα πληθυσµό, συχνότερα ή σπανιότερα από ότι θα περίµενε 
κανείς µε βάση ένα τυχαίο σχηµατισµό απλοτύπων από αλληλόµορφα, βάση 
των συχνοτήτων τους. Το µέγεθος της ανισορροπίας σύνδεσης εξαρτάται από 
τη διαφορά µεταξύ παρατηρούµενων και αναµενόµενων συχνοτήτων 
αλληλοµόρφων. Συχνά εκφράζεται µε το κεφαλαίο γράµµα D και στη 
βιβλιογραφία, όταν αναφέρεται πως δυο αλληλόµορφα είναι σε LD, σηµαίνει 
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ότι το D≠0.  Η ανισορροπία σύνδεσης µας επιτρέπει να επιλέξουµε tag-SNPs, 
δηλαδή SNPs που αντιπροσωπεύουν πολύ αποτελεσµατικά άλλους, σε µια 
συγκεκριµένη περιοχή του  γονιδιώµατος µε υψηλή LD. Έτσι αντί να 
µελετήσουµε το σύνολο των πολυµορφισµών σε ένα γενετικό τόπο µελετούµε 
µόνο τους tag-πολυµορφισµούς που, λόγω της υψηλής LD, αντιπροσωπεύουν 
πλήρως την ποικιλοµορφία κατά µήκος του γονιδίου (εικ.8). Αυτό είναι πολύ 
χρήσιµο στις µελέτες γενετικής συσχέτισης ολοκλήρου του γονιδιώµατος 
(genome wide association studies, GWAS) όπου απαιτείται γονοτύπιση  
µεγάλου αριθµού πολυµορφισµών. Με την προσέγγιση όµως της ανίχνευσης 
των tag-SNPs µέσου του φαινοµένου της ανισορροπίας σύνδεσης ο αριθµός 
των υπό εξέταση πολυµορφισµών δύναται να µειωθεί στους ~300,000.  
 
 
 
εικόνα 8: Σχηµατική  απεικόνιση LD δοµής και επιλογής tag πολυµορφισµών: η λευκή µπάρα 
παριστάνει ένα γονίδιο σε όλο το µήκος του. Οι σκούρες µικρές γραµµές είναι οι διάφοροι 
πολυµορφισµοί που έχουν περιγραφεί κατά µήκος του γονιδίου. Τα κόκκινα τρίγωνα µας 
δείχνουν ποιοι πολυµορφισµοί έχουν βρεθεί ότι βρίσκονται σε ανισορροπία σύνδεσης, δηλαδή 
κληρονοµούνται µαζί. Για κάθε ένα τρίγωνο θα επιλεγεί προς µελέτη και ένας 
αντιπροσωπευτικός πολυµορφισµός (tag-SNP).  
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Στη µελέτη µας για την επιλογή των tag SNPs κατά µήκος ολόκληρου του 
γονιδίου της AQP4 (13.7kb, εκτεινόµενο στο χρωµόσωµα 18 από τις θέσεις 
22686005 έως 22699714) χρησιµοποιήθηκαν δεδοµένα από το HapMap 
project για τους ευρωπαϊκούς καυκάσιους πληθυσµούς (Release 27, Phase 
II+III, Feb09, on NCBI B36 assembly, dbSNP b126). Η επιλογή των tag SNPs 
έγινε µε τη βοήθεια του προγράµµατος tagger 
(http://www.broadinstitute.org/mpg/tagger/). Κριτήρια που εφαρµόστηκαν 
ήταν η προσέγγιση κατά ζεύγη, µε όριο  r2 της ανισορροπίας σύνδεσής ≥ 0.8 
και συχνότητα υπολειπόµενου αλληλοµόρφου > 0.05  (εικ.9).  
  Με βάση τα παραπάνω κριτήρια αναγνωρίστηκαν συνολικά 7 tag SNPs: οι 
rs335929, rs3763043, rs11661256, rs335931, rs3763040, 
rs4800773 και rs3875089. 
 
 
 
Εικόνα 9: Απεικόνιση της κατανοµής της ανισορροπίας σύνδεσης (D’ και r²) στο δείγµα  των 
ασθενών µας για τους πολυµορφισµούς της AQP4. 
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Στατιστική ανάλυση 
  
    
Καταρχήν στο δείγµα για τους ληφθέντες γονότυπους εξετάσθηκε µε τη 
χρήση του Fisher exact test, αν πληρούνταν η ισορροπία Hardy-Weinberg (H-
W). Να υπενθυµίσουµε ότι το θεώρηµα των Hardy-Weinberg χρησιµοποιείται 
για να περιγράψει γονιδιακές συχνότητες σε στατικούς από πλευράς εξέλιξης 
πληθυσµούς. Tέτοιοι πληθυσµοί ονοµάζονται "πληθυσµοί που βρίσκονται σε 
ισορροπία κατά Hardy-Weinberg". Σύµφωνα µε το θεώρηµα αυτό, οι 
συχνότητες των αλληλόµορφων σε ένα πληθυσµό παραµένουν σταθερές κατά 
τις διάφορες γενιές, αν δεν επιδράσουν άλλοι παράγοντες εκτός από την 
ανακατανοµή των γονιδίων κατά τη διαδικασία της γαµετογένεσης.  Για την 
περίπτωση χαρακτηριστικού που καθορίζεται από δύο αλληλόµορφα (A και α), 
το θεώρηµα ορίζει ότι: p+q = 1, όπου p η συχνότητα του ενός 
αλληλόµορφου του γονιδίου (Α) και q η συχνότητα του άλλου (α), και ότι 
p2+2pq+q2 = 1, όπου p2 η συχνότητα των ΑΑ ατόµων, 2pq η συχνότητα των 
Αα και αΑ ατόµων και q2 η συχνότητα των αα ατόµων. Το θεώρηµα των 
Hardy-Weinberg επιτρέπει τον υπολογισµό της συχνότητας των 
αλληλόµορφων σε ένα πληθυσµό, αν γνωρίζουµε τη συχνότητα των 
γονοτύπων, και αντίστροφα. 
  Επιπλέον έγινε ανάλυση ισχύος της µελέτης µας µε τη χρήση του 
προγράµµατος CaTS power calculator for genetic studies ( Center for 
Statistical Genetics, University of Michigan, Ann Arbor, 
(http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/cats)). Με βάση τη µέθοδο 
εκτίµησης της µεγίστης πιθανοφάνειας, κατασκευάστηκαν απλότυποι από tag 
SNPs αλληλόµορφα, χρησιµοποιώντας τα προγράµµατα SimHap και  SHEsis 
(http://analysis.bio-x.cn). Με τη βοήθεια του προγράµµατος JLIN έγινε 
υπολογισµός της ανισορροπίας σύνδεσης (κατά ζεύγη D’ και r²) µεταξύ των 
πολυµορφισµών που µελετήθηκαν ( http://www.genepi.com.au/projects/jlin). 
Οι ασθενείς µε βάση την κλίµακα GOS σε έξι µήνες από την εισαγωγή 
τους, ταξινοµήθηκαν ανάλογα µε τη λειτουργικότητα /αυτονοµία τους, σε δύο 
κατηγορίες: ευνοϊκής έκβασης (ασθενείς µε καλή ανάρρωση ή µέτρια 
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ανικανότητα) ή δυσµενούς έκβασης (ασθενείς µε σοβαρή αναπηρία, φυτική 
κατάσταση ή θάνατο). Για την εκτίµηση πιθανών συσχετίσεων µεταξύ 
µεµονωµένων tag SNPs ή απλοτύπων που προέκυψαν από το συνδυασµό των 
αλληλοµόρφων των tag-SNPs και έκβασης των ασθενών, χρησιµοποιήθηκαν 
µονοπαραγοντικά (univariate)  και πολυπαραγοντικά (multivariate) µοντέλα 
λογιστικής παλινδρόµησης. Έγινε σταθεροποίηση των µοντέλων για το φύλο, 
την ηλικία και την GCS εισόδου. Επίσης, υπολογίστηκαν οι λόγοι αναλογιών 
(odds ratios, ORs) και τα αντίστοιχα 95% διαστήµατα εµπιστοσύνης (95% 
confidence intervals, CIs) εφαρµόζοντας  τα διάφορα µοντέλα κληρονόµησης 
(επικρατητικό: [AA] vs [Ab+bb], υπολειπόµενο: [AA+Αb] vs [bb]), καθώς και 
µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων ([A] vs [b]). Εφαρµόστηκε επίσης, η 
διόρθωση Bonferroni για πολλαπλές συγκρίσεις και ορίστηκε το επίπεδο 
στατιστικής σηµαντικότητας στο 0.05, διαιρεµένο µε τον αριθµό των 
µελετούµενων SNPs.  
  Η στατιστική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε τo στατιστικό πρόγραµµα  
SPSSv.17.0 ( SPSS Inc., Chicago,IL).  
 
 
Αποτελέσµατα 
 
  Τα κύρια κλινικά και επιδηµιολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών που 
εκτιµήθηκαν απεικονίζονται στον πίνακα 2. Συνολικά συλλέχθηκαν 363 
ασθενείς, 292 άνδρες (80,4%) και 71 γυναίκες (19,6%). Η µέση ηλικία των 
ασθενών ήταν 42,67 ± 21,80 έτη. Η βαρύτητα της κάκωσης καταγράφηκε 
κατά την είσοδο των ασθενών µε βάση την κλίµακα της Γλασκώβης (GCS). Με 
βάση τις υποκατηγορίες της GCS, 130 ασθενείς (35,8%) είχαν βαριά κλινική 
εικόνα (GCS≤8), 54 ασθενείς (14,9%) είχαν GCS 9-12 και 179 ασθενείς 
(49,3%) είχαν καλή κλινική εικόνα κατά την είσοδο στο νοσοκοµείο (GCS 13-
15). Επίσης, οι ασθενείς κατηγοριοποιήθηκαν µε βάση την κλίµακα έκβασης 
της Γλασκώβης (GOS), ανάλογα µε την κλινική τους εικόνα 6 µήνες µετά την 
ΚΕΚ. Έτσι, από το σύνολο των ασθενών, 284 ασθενείς (ποσοστό 78,24%) 
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είχαν ευνοϊκή έκβαση µετά την ΚΕΚ και 79 ασθενείς (ποσοστό 21,76%) είχαν 
δυσµενή έκβαση. Από την οµάδα δε των ασθενών µε ευνοϊκή  έκβαση, 78 
(ποσοστό 27,5%) παρουσίαζαν  βαριά κλινική εικόνα (GCS≤8) κατά την 
εισαγωγή, 36 (ποσοστό 12,7%) µέτρια κλινική εικόνα (GCS 9-12), ενώ 170 
(ποσοστό 59,8%) είχαν καλή κλινική εικόνα κατά την είσοδο τους στο 
νοσοκοµείο (GCS 13-15). Τα αντίστοιχα αποτελέσµατα για την οµάδα των 
ασθενών µε τη δυσµενή έκβαση ήταν 52 ασθενείς (ποσοστό 65,8%, GCS≤8), 
18 ασθενείς (ποσοστό 22.8%)  και 9 ασθενείς (ποσοστό 11,4%, GCS 13-15). 
 
 
 
 
Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά ασθενών, GCS κατά την εισαγωγή και GOS 
εξαµήνου   
 
Συνολικό 
δείγµα  TBI  
(n=363) 
Ευνοϊκή 
έκβαση 
(n=284) 
∆υσµενής έκβαση 
(n=79) 
Φύλο    
Άνδρες 292 (80.4) 228 (80.3) 64 (81.0) 
Γυναίκες  71 (19.6) 56 (19.7) 15 (19.0) 
Ηλικία (έτη)    
Μ.Ο 42.67 39.20 55.19 
SD 21.80 20.15 23.05 
Εύρος 18-88 18-84 18-88 
GCS εισαγωγής    
3-8 130 (35.8) 78 (27.5) 52 (65.8) 
9-12 54 (14.9) 36 (12.7) 18 (22.8) 
13-15 179 (49.3) 170 (59.8) 9  (11.4) 
 
 
 
  Για τη µελέτη µας επιλέχθηκαν, όπως έχουµε ήδη περιγράψει,  οι ακόλουθοι 
πολυµορφισµοί του γονιδίου της AQP4: rs335929, rs11661256, rs335931, 
rs3763040, rs4800773, rs3875089, rs3763043. Στον πίνακα 3 παρουσιάζεται η 
θέση των πολυµορφισµών στο χρωµόσωµα και στο γονίδιο, η απόσταση τους 
από την αφετηρία του γονιδίου, η λειτουργία τους και η συχνότητα του 
υπολειπόµενου αλληλοµόρφου στον Ευρωπαϊκό  πληθυσµό µε βάση τα 
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δεδοµένα του HapMap (HapMap Data Rel 27, Phase II+III, Feb09, on NCBI 
B36 assembly, dbSNP b126). 
 
 
 
 
Πίνακας 3: Χαρακτηριστικά tag SNPs της AQP4. 
 
rs αριθµός 
Θέση στο 
χρωµόσωµα 
Απόσταση 
από την 
αφετηρία 
του 
γονιδίου 
Θέση στο 
γονίδιο 
λειτουργία 
Υπολ/νο 
αλληλ/φο 
(συχνότη
τα) 
1. rs335929 24435587 3585 3’UTR Ρυθµισ/κή C (16.4) 
2. rs3763043 24435818 3816 3’UTR  Ρυθµισ/κή T (35.8) 
3. rs11661256 24438540 6538 Intron 4-5   No-coding A (14.2) 
4. rs335931 24439072 7070 Intron 4-5   No-coding G (16.7) 
5. rs3763040 24444374 12372 Intron 1-2   No-coding A (24.1) 
6. rs4800773 24444981 12979 Intron 1-2   No-coding A (41.2) 
7. rs3875089 24445433 13431 Intron 1-2   No-coding C (15.0) 
 
 
 
 
   Στον πίνακα 4 καταγράφονται οι κατανοµές των γονοτύπων και των 
αλληλοµόρφων των εξετασθέντων πολυµορφισµών του γονιδίου της AQP4 
στους ασθενείς µε ΚΕΚ συνολικά, καθώς και στις υποκατηγορίες της ευνοϊκής 
ή δυσµενούς έκβασης. 
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Πίνακας 4: Συχνότητες αλληλοµόρφων και γονοτύπων για τους  SNPs στο 
δείγµα των ασθενών µε ΚΕΚ και σε αυτό της ευνοϊκής ή δυσµενούς 
πρόγνωσης.  
SNP Γονότυποι/αλληλόµορφα 
Ολικό TBI 
δείγµα, n 
(%) 
Ευνοϊκή 
έκβαση, n 
(%) 
∆υσµενής 
έκβαση, n 
(%) 
rs335929     
Γονότυπος A/A  205 (57.9) 152 (55.3) 53 (67.1) 
 A/C 125 (35.3) 104 (37.8) 21 (26.6) 
 C/C 24 (6.8) 19 (6.9) 5   (6.3) 
Aλληλόµορφο A  535 (75.6) 408 (74.2) 127 (80.4) 
 C 173 (24.4) 142 (25.8) 31 (19.6) 
rs3763043     
 Γονότυπος  C/C 196 (55.2) 166 (60.1) 30 (38.0) 
 C/T 131 (36.9) 94 (34.1) 37 (46.8) 
 T/T 28 (7.9) 16 (5.8) 12 (15.2) 
αλληλόµορφο  C 523 (73.7) 426 (77.2) 97 (61.4) 
 T 187 (26.3) 126 (22.8) 61 (38.6) 
rs11661256     
Γονότυπος T/T 297 (84.4) 234 (84.8) 63 (82.9) 
 T/A 51 (14.5) 38 (13.8) 13 (17.1) 
 A/A 4   (1.1) 4   (1.4) 0   (0.00) 
Aλληλόµορφο T 645 (91.6) 506 (91.7) 139 (91.4) 
 A 59  (8.4) 46 (8.3) 13  (8.6) 
rs335931     
Γονότυπος A/A 207 (59.1) 152 (56.1) 55 (69.6) 
 A/G 123 (35.1) 102 (37.6) 21 (26.6) 
 G/G 20   (5.7) 17   (6.3) 3  (3.8) 
Aλληλόµορφο A 537 (76.7) 406 (74.9) 131 (82.9) 
 G 163 (23.3) 136 (25.1) 27  (17.1) 
rs3763040     
Γονότυπος G/G 219 (60.7) 170 (60.3) 49 (62.0) 
 G/A 110 (30.5) 92  (32.6) 18 (22.8) 
 A/A 32  (8.9) 20  (7.1) 12 (15.2) 
Aλληλόµορφο G 548 (75.9) 432 (76.6) 116 (73.4) 
 A 174 (24.1) 132 (23.4) 42  (26.6) 
rs4800773     
Γονότυπος G/G 137 (39.5) 104 (38.8) 33 (41.8) 
 G/A 161 (46.4) 130 (48.5) 31 (39.2) 
 A/A 49 (14.1) 34  (12.7) 15 (19.0) 
Aλληλόµορφο G 435 (62.7) 338 (63.1) 97 (61.4) 
 A 259 (37.3) 198 (36.9) 61 (38.6) 
rs3875089     
Γονότυπος T/T 289 (81.0) 226 (80.4) 63 (82.9) 
 T/C 61  (17.1) 48 (17.1) 13 (17.1) 
 C/C 7    (1.9) 7   (2.5) 0  (0.00) 
Αλληλόµορφο T 639 (89.5) 500 (89.0) 139 (91.4) 
 C 75 (10.5) 62 (11.0) 13  (8.6) 
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  Με τη χρήση του προγράµµατος Fisher exact test εξετάσθηκε κατά πόσο η 
κατανοµή γονοτύπων και αλληλοµόρφων που προσδιορίστηκαν βρίσκονταν σε  
Hardy-Weinberg (H-W) ισορροπία. Βρέθηκε ότι όλοι οι γονότυποι των 
περιγραφέντων πολυµορφισµών βρίσκονταν σε ισορροπία H-W, µε εξαίρεση 
τους γονοτύπους στον πολυµορφισµό rs3763040 που δεν βρίσκονταν σε 
ισορροπία H-W (p<0.01). Γι΄αυτό και ο συγκεκριµένος πολυµορφισµός δεν 
συµπεριλήφθηκε στην περαιτέρω ανάλυση.  
  Στον πίνακα 5 καταγράφονται οι αναλύσεις των συσχετίσεων των 
µελετούµενων πολυµορφισµών στους ασθενείς µας, µε βάση την κλινική 
έκβαση εξαµήνου (GOS) – δηλαδή συγκρίνονται οι υποοµάδες των ασθενών 
µε ευνοϊκή ή δυσµενή έκβαση, µε υπολογισµό των λόγων αναλογιών (odds 
ratios, ORs) και των αντίστοιχων 95% διαστηµάτων εµπιστοσύνης (95% 
confidence intervals, CIs). Η επίδραση των γονοτύπων και αλληλοµόρφων 
στους συγκεκριµένους φαινοτύπους ελέγχθηκε µε βάση το επικρατητικό 
(dominant) ή υπολειπόµενο (recessive) µοντέλο κληρονόµησης και το µοντέλο 
αντίθεσης αλληλοµόρφων (allele difference). Η σύγκριση καταγράφηκε βάση 
των µονοπαραγοντικών (univariate)  και πολυπαραγοντικών (multivariate) 
µοντέλων λογιστικής παλινδρόµησης (έγινε σταθεροποίηση για το φύλο, την 
ηλικία και την GCS εισόδου, όπως έχουµε προαναφέρει).  
  Με βάση τη διόρθωση Bonferroni για πολλαπλές δοκιµασίες συγκρίσεων, το 
επίπεδο στατιστικής σηµαντικότητας κατέρχεται από 0.05 σε 0.008 (καθώς 
µελετήθηκαν τελικά 6 SNPs). Κατά συνέπεια, στατιστικά σηµαντικές 
θεωρήθηκαν µόνο οι τιµές p<0.008. 
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Πίνακας 5: Univariate  και multivariate συσχέτιση γενετικών πολυµορφισµών µε την 
εξάµηνη GOS µετά από ΚΕΚ 
  Univariate ανάλυση Multivariate ανάλυση 
  
Ευνοϊκή vs ∆υσµενή 
έκβαση 
Ευνοϊκή vs ∆υσµενή έκβαση 
SNPs Model OR(95%CI) p OR(95%CI) p 
rs335929 Dom 0.60(0.35-1.02) 0.06 0.49(0.25-1.00) 0.051 
 Rec 0.91(0.33-2.52) 0.85 0.80(0.21-3.16) 0.76 
 
Allele 
difference 
0.71(0.46-1.09) 0.12 0.61(0.35-1.08) 0.09 
rs3763043 Dom 2.46(1.47-4.12) 0.0005 2.39(1.25-4.58) 0.008 
 Rec 2.91(1.31-6.44) 0.008 5.15(1.60-16.5) 0.006 
 
Allele 
difference 
2.08(1.42-3.04) 0.0001 2.30(1.38-3.83) 0.001 
rs11661256 Dom 1.14(0.58-2.27) 0.68 0.24(0.07-0.75) 0.014 
 Rec - - - - 
 
Allele  
difference 
1.02(0.54-1.92) 0.93 0.24(0.07-0.75) 0.014 
rs335931 Dom 0.55(0.32-0.95) 0.03 0.40(0.19-0.82) 0.012 
 Rec 0.58(0.16-2.06) 0.41 0.27(0.05-1.44) 0.126 
 
Allele  
difference 
0.61(0.39-0.97) 0.039 0.44(0.24-0.82) 0.009 
rs4800773 Dom 0.88(0.53-1.47) 0.63 0.96(0.48-1.89) 0.91 
 Rec 1.61(0.82-3.14) 0.16 2.18(0.81-5.89) 0.12 
 
Allele  
difference 
1.07(0.74-1.54) 0.70 1.17(0.72-1.92) 0.51 
rs3875089 Dom 0.84(0.43-1.65) 0.62 0.22(0.07-0.65) 0.006 
 Rec - - - - 
 
Allele  
difference 
0.77(0.42-1.41) 0.39 0.18(0.07-0.50) 0.0009 
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  Από την ανάλυση των πολυµορφισµών δεν προέκυψε κάποια στατιστικώς 
σηµαντική συσχέτιση για τους πολυµορφισµούς rs335929, rs4800773. 
  Από την ανάλυση του πολυµορφισµού rs3763043 παρατηρείται 
στατιστικώς σηµαντική διαφορά ανάµεσα στους ασθενείς µε ευνοϊκή έκβαση 
και στους ασθενείς µε δυσµενή έκβαση, κατά το επικρατητικό µοντέλο 
κληρονόµησης (µε OR=2.46(1.47-4.12) και p=0.0005) και κατά το µοντέλο 
αντίθεσης αλληλίων (µε OR=2.08(1.42-3.04) και p=0.0001) – η διαφορά 
επιβεβαιώνεται και κατά την εφαρµογή  του πολυπαραγοντικού µοντέλου 
λογιστικής παλινδρόµησης (επικρατητικό µοντέλο κληρονόµησης: 
OR=2.39(1.25-4.58) και p=0.008) και µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων: 
OR=2.30(1.38-3.83) και p=0.001). Στο υπολειπόµενο µοντέλο κληρονόµησης  
και µε βάση τη διόρθωση Bonferroni (p<0.008.), καταγράφηκε οριακή 
στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση µε λόγο πιθανοτήτων 2.91 (διάστηµα 
εµπιστοσύνης (1.31-6.44) και p=0.008), η οποία ανέρχεται σε επίπεδο 
στατιστικής σηµαντικότητας µε την εφαρµογή multivariate ανάλυσης  (µε OR 
5,15 ( 1.60-16.5) και  p=0.006). 
  Από την ανάλυση του πολυµορφισµού rs3875089 καταγράφεται 
στατιστικώς σηµαντική διαφορά ανάµεσα στους ασθενείς µε ευνοϊκή έκβαση 
και στους ασθενείς µε δυσµενή έκβαση, κατά το πολυπαραγοντικό µοντέλο 
λογιστικής παλινδρόµησης (επικρατητικό µοντέλο: OR=0.22(0.07-0.65) και 
p=0.006 και µοντέλο αντίθεσης αλληλίων: OR=0.18(0.07-0.50) και 
p=0.0009). 
  Από την ανάλυση του πολυµορφισµού rs335931 διαφαίνεται µια τάση για 
δυσµενή έκβαση µε βάση την αντίθεση αλληλοµόρφων (µε OR=0.61(0.39-
0.97) και p=0.039), η οποία ενισχύεται µε την εφαρµογή multivariate 
ανάλυσης (µε OR=0.44(0.24-0.82) και p=0.0009). Παρόµοια τάση φαίνεται 
και στο επικρατητικό µοντέλο κληρονόµησης (µε OR=0.55(0.32-0.95) και 
p=0.03 – αντίστοιχες τιµές µετά την εφαρµογή multivariate µοντέλου: 
OR=0.40(0.19-0.82) και p=0.012).  
 Τέλος, από την ανάλυση του πολυµορφισµού rs11661256, µε την 
εφαρµογή του πολυπαραγοντικού µοντέλου λογιστικής παλινδρόµησης, 
παρατηρείται µια τάση για δυσµενή έκβαση (επικρατητικό µοντέλο: 
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OR=0.24(0.07-0.75) και p=0.014 / µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων: 
OR=0.24(0.07-0.75) και p=0.014). 
  Η ανάλυση απλοτύπων των µελετηθέντων πολυµορφισµών καταγράφεται 
στον πίνακα 6. Για την ανάλυση µας χρησιµοποιήθηκαν απλότυποι µε 
συχνότητες στο δείγµα των ασθενών >0.05. Στα αποτελέσµατα της ανάλυσης 
έγινε διόρθωση για συγχυτικούς παράγοντες και για πολλαπλές συγκρίσεις 
κατά Bonferroni. 
 
 
Πίνακας 6: Προβλεπόµενοι απλότυποι µε βάση τους  AQP4 tag SNPs στις                
οµάδες ευνοϊκής και δυσµενούς έκβασης ασθενών  µετά από ΚΕΚ 
    Univariate analysis Multivariate analysis 
    
Ευνοϊκή  vs ∆υσµενή 
έκβαση 
Ευνοϊκή  vs ∆υσµενή 
έκβαση  
Απλότυποι 
% καλή 
έκβαση 
% κακή 
έκβαση 
OR (95%CI) p OR (95%CI) P 
I ACTAGT 26.0 21.3 0.99(0.57-1.72) 0.788 1.14(0.55-2.34) 0.71 
II CCTGGT 23.5 13.2 0.56(0.30-1.04) 0.061 0.57(0.26-1.24) 0.15 
III ATTAAT 13.6 13.7 1.05(0.53-2.04) 0.65 1.79(0.67-4.60) 0.24 
IV ACTAAT 10.4 13.8 0.78(0.35-1.65) 0.50 1.99(0.79-4.87) 0.14 
V ACAAAC 8.3 4.0 0.96(0.39-2.29) 0.75 0.43(0.10-1.64) 0.19 
VI ATTAGT 7.4 16.9 3.24(1.74-5.96) 0.00013 2.94(1.34-6.36) 0.0065 
 
 
 Από την ανάλυση των απλοτύπων για τους tag πολυµορφισµούς της AQP4 
που µελετήθηκαν, όσον αφορά την εξάµηνη έκβαση των ασθενών µετά από 
ΚΕΚ, αναγνωρίστηκαν 6 απλότυποι µε συχνότητες στο δείγµα >0.05. Από 
αυτούς, όπως προέκυψε τόσο από το µονοπαραγοντικό όσο και από το 
πολυπαραγοντικό µοντέλο λογιστικής παλινδρόµησης, ο απλότυπος VI 
(ATTAGT) φαίνεται να σχετίζεται µε αυξηµένη πιθανότητα ευνοϊκής έκβασης 
των ασθενών, έξι µήνες µετά από κρανιοεγκεφαλική κάκωση (µε 
OR=3.24(1.74-5.96) και p=0.00013, στο univariate µοντέλο και 
OR=2.94(1.34-6.36) και p=0.0065, στο multivariate µοντέλο). 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 52 
Συζήτηση 
 
  Οι ΚΕΚ συνεπάγονται µια σειρά πολύπλοκων δευτεροπαθών αλλοιώσεων που 
περιλαµβάνουν  τη διάσπαση του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού, τη δηµιουργία 
οιδήµατος, τη µειωµένη αιµάτωση, την απελευθέρωση κυτταροτοξικών 
ουσιών και την παραγωγή διαφόρων επιβλαβών πρωτεϊνών [17]. Η έκταση 
της βλάβης του εγκεφάλου µετά από µια ΚΕΚ – καθώς και συνολικά η τελική 
έκβαση - παρουσιάζει σηµαντική ποικιλοµορφία, στην οποία εµπλέκονται σε 
κάποιο βαθµό, τουλάχιστον, γενετικοί πολυµορφισµοί, όπως αναδεικνύεται 
από όλο και περισσότερες µελέτες. 
  Στην παθοφυσιολογία της ΚΕΚ ξεχωριστή θέση καταλαµβάνει ο σχηµατισµός 
εγκεφαλικού οιδήµατος που µπορεί να οδηγήσει σε αυξηµένη ενδοκράνια 
πίεση, εγκολεασµό και θάνατο. Φαινοτυπικές αναλύσεις AQP-4 knock-out 
ποντικιών κατέδειξαν τη συµµετοχή της AQP4 στην ισορροπία ύδατος στον 
εγκέφαλο [49]. Ποντίκια στα οποία έχει εξαληφθεί το γονίδιο της AQP4 
παρουσιάζουν µειωµένο εγκεφαλικό οίδηµα και βελτιωµένη νευρολογική 
έκβαση σε πειραµατικά µοντέλα κυτταροτοξικού εγκεφαλικού οιδήµατος. 
Τελευταία, ένας ολοένα αυξανόµενος αριθµός µελετών επικεντρώνεται στην 
διερεύνηση του ρόλου πολυµορφισµών του γονιδίου της AQP4 στο 
σχηµατισµό ή/και απορρόφηση του εγκεφαλικού οιδήµατος, το βαθµό της 
προκαλούµενης εγκεφαλικής βλάβης και κατά συνέπεια, την κλινική εικόνα και 
έκβαση ασθενών µετά από µείζονα συµβάµατα  (όπως οι ΚΕΚ). Ενδεικτικά, 
έχουµε ήδη αναφέρει τον µη συνώνυµο πολυµορφισµό (nsSNP) rs3906956 
(M278T), που είναι από τους πρώτους που περιγράφηκαν και  που σχετίζεται 
µε κέρδος λειτουργικότητας της AQP4, καθώς  επίσης, και τους 4 νέους µη 
συνώνυµους πολυµορφισµούς (nsSNPs: Ι128Τ, D184E, I205L, M224T - (1-
2%) συχνότητα αλληλοµόρφων)  της πρόσφατης µελέτης των Sorani et al 
[45], που σχετίζονται µε µειωµένη διαπερατότητα του πόρου σε νερό. Ακόµη, 
οι Kleffner et al.,2008, µελέτησαν 10 AQP4 πολυµορφισµούς σε 41 ασθενείς 
µε αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο λόγω απόφραξης της µέσης εγκεφαλικής 
αρτηρίας, ταυτοποιώντας έναν πολυµορφισµό (rs 9951307) µε πιθανό 
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προστατευτικό ρόλο έναντι σοβαρού εγκεφαλικού οιδήµατος, κατά το 
επικρατητικό µοντέλο κληρονόµησης (p=0.01; OR=0.10(0.02-0.49)) [64]. 
  Στη µελέτη µας  επιλέχθηκαν να µελετηθούν ως προς την ενδεχόµενη 
επίδραση τους στην έκβαση ασθενών µετά από ΚΕΚ, οι ακόλουθοι tag 
πολυµορφισµοί του γονιδίου της AQP4: rs335929, rs3763043, rs11661256, 
rs335931, rs3763040, rs4800773, rs3875089. Η µελέτη σχεδιάστηκε στη 
βάση της επιβεβαιωµένης σηµασίας στην πορεία µιας κρανιοεγκεφαλικής 
κάκωσης, του εγκεφαλικού οιδήµατος που παρουσιάζεται, καθώς και της καλά 
πλέον τεκµηριωµένης συσχέτισης της AQP4 µε τη διακίνηση ύδατος στον 
εγκέφαλο.  
  Από την παρούσα µελέτη δεν προέκυψε στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση 
µεταξύ ευνοϊκής και δυσµενούς έκβασης ασθενών έξι µήνες µετά από ΚΕΚ, για 
τους πολυµορφισµούς  rs335929, rs4800773. Ειδικά ο πολυµορφισµός 
rs335929, δεν φάνηκε να εµπλέκεται σε επίπεδα στατιστικής σηµαντικότητας  
ούτε στη δηµιουργία σοβαρού εγκεφαλικού οιδήµατος µετά από απόφραξη 
της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας, όπως προέκυψε από άλλη µελέτη [64]. 
  Για τον πολυµορφισµό rs3763043, προέκυψαν σηµαντικά στοιχεία 
συµµετοχής του στο φαινότυπο ασθενών µε ΚΕΚ. Συγκεκριµένα, ο ανωτέρω 
πολυµορφισµός βρέθηκε να επηρεάζει την εξάµηνη έκβαση των ασθενών µετά 
από ΚΕΚ, σε στατιστικώς σηµαντικά επίπεδα. Οι φορείς κατά το επικρατητικό 
µοντέλο κληρονόµησης, έχουν 2.4 φορές µεγαλύτερη πιθανότητα ευνοϊκής 
έκβασης 6 µήνες µετά από ΚΕΚ - πιθανότητα που διατηρείται και κατά την 
εφαρµογή του multivariate µοντέλου, σε χαµηλότερα επίπεδα στατιστικής 
σηµαντικότητας. Παρόµοια αποτελέσµατα προκύπτουν και όταν συγκρίνουµε 
τις συχνότητες αλληλοµόρφων. Επίσης, στο υπολειπόµενο µοντέλο 
κληρονόµησης  και µε βάση τη διόρθωση Bonferroni, καταγράφηκε σηµαντική 
τάση προς συσχέτιση, η οποία ανέρχεται σε επίπεδο στατιστικής 
σηµαντικότητας µε την εφαρµογή multivariate ανάλυσης . 
  Από την ανάλυση των πολυµορφισµών rs335931 και rs11661256 µε την 
εφαρµογή του πολυπαραγοντικού µοντέλου λογιστικής παλινδρόµησης, 
διαφάνηκε µια τάση για δυσµενή έκβαση των ασθενών 6 µήνες µετά από ΚΕΚ, 
κατά το µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων και κατά το επικρατητικό µοντέλο.       
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Ειδικά για τον πολυµορφισµό rs11661256, σε µελέτη σχετικά µε τη 
δηµιουργία σοβαρού οιδήµατος µετά από απόφραξη της µέσης εγκεφαλικής 
αρτηρίας, δεν επιβεβαιώθηκε στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση [64], γεγονός 
που, γενικότερα, κάνει φανερή την ανάγκη συνεχιζόµενης διερεύνησης του 
ρόλου των διαφόρων πολυµορφισµών της AQP4 στη διακίνηση ύδατος στον 
εγκέφαλο και στις παθολογικές καταστάσεις που περιπλέκονται από τη 
δηµιουργία εγκεφαλικού οιδήµατος. 
  Να αναφερθούµε ακόµη και στην στατιστικώς σηµαντική διαφορά που 
καταγράφεται όσον αφορά τον  rs3875089 πολυµορφισµό, ανάµεσα στους 
ασθενείς µε ευνοϊκή έκβαση και στους ασθενείς µε δυσµενή έκβαση, κατά το 
πολυπαραγοντικό µοντέλο λογιστικής παλινδρόµησης (επικρατητικό µοντέλο 
και µοντέλο αντίθεσης αλληλοµόρφων) και που υποσηµαίνει αυξηµένο 
κίνδυνο δυσµενούς εξάµηνης έκβασης των ασθενών µετά από ΚΕΚ. 
  Αξίζει να σηµειώσουµε τη µελέτη των Romeiro et al.,2007 κατά την οποία 
διερευνήθηκε κατά πόσον η κλινική εικόνα και η έκβαση ασθενών µετά από 
κρανιοεγκεφαλική κάκωση, θα µπορούσε να επηρεαστεί από µεταλλάξεις, 
συγκεκριµένα, στο εξόνιο 4 του γονιδίου της AQP4. Εκτιµήθηκαν συνολικά 
102 ασθενείς, χωρίς να βρεθεί κάποιος πολυµορφισµός του γονιδίου που να 
σχετίζεται µε το δηµιουργούµενο εγκεφαλικό οίδηµα και την ΚΕΚ. Παρά το 
αρνητικό αυτό αποτέλεσµα, η ισχυρή εµπλοκή της AQP4 στη ρύθµιση του 
εγκεφαλικού οιδήµατος και κατ’ επέκταση στην κρανιοεγκεφαλική κάκωση, 
είναι πλέον δεδοµένη και η παρουσία τέτοιων µελετών τονίζει ακόµα 
περισσότερο τη σηµασία της πληρέστερης διερεύνησης του γονιδίου της 
AQP4, σε µεγαλύτερα δείγµατα ασθενών [65]. Ο τελικός σκοπός είναι, 
συνολικά, η καλύτερη κατανόηση της παθοφυσιολογίας των ΚΕΚ και του 
ρόλου διαφόρων γονιδιακών τόπων, όπως αυτού των ακουαπορινών. 
  Τέλος, στην παρούσα µελέτη, από την ανάλυση απλοτύπων διαπιστώθηκε η 
επίδραση του απλότυπου VI (ATTAGT) στην εξάµηνη έκβαση των ασθενών µε 
ΚΕΚ, µε τους φορείς του συγκεκριµένου απλότυπου να παρουσιάζουν 
περισσότερες πιθανότητες για καλύτερη µακροχρόνια έκβαση και στο 
µονοπαραγοντικό και στο πολυπαραγοντικό µοντέλο λογιστικής 
παλινδρόµησης.  
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Συµπεράσµατα 
 
 Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται ένας µεγάλος αριθµός µελετών που 
αφορούν την παθοφυσιολογία της ΚΕΚ και τους παράγοντες που µπορούν να 
καθορίσουν την έκβαση των ασθενών. Επιπλέον, πολλές µελέτες έχουν 
αναδείξει έναν αριθµό γενετικών πολυµορφισµών, οι οποίοι συνεισφέρουν 
στην ευαισθησία για δυσµενή ή µη έκβαση µετά από ΚΕΚ. 
  Το εγκεφαλικό οίδηµα αποτελεί έναν «παράγοντα κλειδί» για τη θνησιµότητα 
και τη θνητότητα µετά από κρανιοεγκεφαλική κάκωση. Η ανακάλυψη των 
ακουαπορινών και, κατεξοχήν, της AQP4, συνέβαλλε καθοριστικά στην 
κατανόηση των κυτταρικών και µοριακών µηχανισµών που εµπλέκονται στη 
δηµιουργία/απορρόφηση του εγκεφαλικού οιδήµατος [22]. Έτσι, είναι πλέον 
τεκµηριωµένος ο ρόλος της AQP4 στη δηµιουργία κυτταροτοξικού 
εγκεφαλικού οιδήµατος από τη µια, και την απορρόφηση του πλεονάζοντος 
ύδατος σε αγγειοκινητικό οίδηµα, από την άλλη. 
  Προχωρώντας παραπέρα, ένα µεγάλο κοµµάτι της γενετικής έρευνας 
εστιάζεται τα τελευταία χρόνια στη διερεύνηση του ρόλου πολυµορφισµών 
της AQP4 στην κλινική πράξη. Για παράδειγµα, θα µπορούσαν συγκεκριµένοι 
πολυµορφισµοί στους ανθρώπους να έχουν παρόµοια προστατευτικά 
αποτελέσµατα µε εκείνα που καταγράφονται κατά την απουσία AQP4 σε 
ποντίκια στα οποία έχει εξαλειφθεί το σχετικό γονίδιο, όπου παρατηρείται 
µειωµένο εγκεφαλικό οίδηµα και βελτιωµένη νευρολογική έκβαση σε 
καταστάσεις  κυτταροτοξικού  εγκεφαλικού οιδήµατος [45]. Επίσης, 
επιδηµιολογικές µελέτες έχουν ανιχνεύσει διαφορές µεταξύ εθνικοτήτων όσον 
αφορά την έκβαση µετά από ΚΕΚ που θα µπορούσαν να οφείλονται σε 
διαφορετικά αλληλόµορφα ποικίλων γονιδίων [45]. Η ανίχνευση και ο ακριβής  
προσδιορισµός των επιπτώσεων των πολυµορφισµών της AQP4 θα µπορούσε 
να οδηγήσει στην καλύτερη κατανόηση της λειτουργίας της σηµαντικής αυτής 
πρωτεΐνης (και των ακουαπορινών γενικότερα) και, κυρίως, των κλινικών 
επιπτώσεών της. Σηµαντικό κοµµάτι, τέλος, παραµένει η ανάδειξη της AQP4 
σε δυνητικά θεραπευτικό στόχο για τη µείωση του εγκεφαλικού οιδήµατος σε 
ασθενείς µε ΚΕΚ ή αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 56 
Βιβλιογραφία 
 
1) Raghupathi R, McIntosh TK, Cellular responses to experimental brain 
injury, Brain Res Mol Brain Res. 1996 Apr;37(1-2):134-44. 
2) Hayes RL, Yang K, Raghupathi R, McIntosh TK. Changes in gene 
expression following traumatic brain injury in the rat, J Neurotrauma. 
1995 Oct;12(5):779-90. Review 
3) McIntosh TK. Neurochemical sequelae of traumatic brain injury: 
therapeutic implications.Cerebrovasc Brain Metab Rev. 1994 
Summer;6(2):109-62. Review. 
4) McIntosh TK, Smith DH, Meaney DF, Kotapka MJ, Gennarelli TA, 
Graham DI. Neuropathological sequelae of traumatic brain injury: 
relationship to neurochemical and biomechanical mechanisms.Lab 
Invest. 1996 Feb;74(2):315-42. Review. 
5) Perry VH, Bolton SJ, Anthony DC, Betmouni S. 
The contribution of inflammation to acute and chronic neurodegenerati
on, Res Immunol. 1998 Sep-Oct;149(7-8):721-5. Review  
6) Holmin S, Söderlund J, Biberfeld P, Mathiesen T. 
Intracerebral inflammation after human brain contusion. Neurosurgery, 
1998 Feb;42(2):291-8; discussion 298-9. 
7) Morganti-Kossmann MC, Rancan M, Otto VI, Stahel PF, Kossmann T. 
Role of cerebral inflammation after traumatic brain injury: a revisited 
concept, Shock. 2001 Sep;16(3):165-77. Review. 
8) Martin  N. A., Patwardhan R. V., Alexander M. J., Africk C. Z., Lee J. H., 
Shalmon E., Hovda D.A., Becker D. P. Characterization of cerebral 
hemodynamic phases following severe head trauma: hypoperfusion, 
hyperemia, and vasospasm, J Neurosurg 1997;87:9-19 
9) Bergsneider M, Hovda DA, Shalmon E, Kelly DF, Vespa PM, Martin NA, 
Phelps ME, McArthur DL, Caron MJ, Kraus JF, Becker DP. 
Cerebral hyperglycolysis following severe traumatic brain injury 
in humans : a positron emission tomography study. J Neurosurg, 1997 
Feb;86(2):241-51 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 57 
10) Signoretti S, Marmarou A, Tavazzi B, Lazzarino G, Beaumont A, 
Vagnozzi R. J N-Acetylaspartate reduction as a measure of injury 
severity and mitochondrial dysfunction following diffuse traumatic brain 
injury. Neurotrauma. 2001 Oct;18(10):977-91. 
11) Sinson G, Bagley LJ, Cecil KM, Torchia M, McGowan JC, Lenkinski RE, 
McIntosh TK, Grossman RI. Magnetization transfer imaging and proton 
MR spectroscopy in the evaluation of axonal injury: correlation with 
clinical outcome after traumatic brain injury. AJNR Am J Neuroradiol. 
2001 Jan;22(1):143-51 
12) Katayama Y, Becker DP, Tamura T, Hovda DA. Massive increases in 
extracellular potassium and the indiscriminate release of glutamate 
following concussive brain injury.J Neurosurg. 1990 Dec;73(6):889-
900. Review. 
13) Palmer AM, Marion DW, Botscheller ML, Swedlow PE, Styren SD, 
DeKosky ST. Traumatic brain injury-induced excitotoxicity assessed in a 
controlled cortical impact model. J Neurochem. 1993 Dec;61(6):2015-
24. 
14) Bullock R, Zauner A, Woodward JJ, Myseros J, Choi SC, Ward JD, 
Marmarou A, Young HF. Factors affecting excitatory amino acid release 
following severe human head injury.J Neurosurg. 1998 Oct;89(4):507-
18. 
15) Marklund N, Clausen F, Lewander T, Hillered L. Monitoring of reactive 
oxygen species production after traumatic brain injury in rats with 
microdialysis and the 4-hydroxybenzoic acid trapping method. J 
Neurotrauma. 2001 Nov;18(11):1217-27 
16) Kampfl A, Posmantur R, Nixon R, Grynspan F, Zhao X, Liu SJ, 
Newcomb JK, Clifton GL, Hayes RL. mu-calpain activation and calpain-
mediated cytoskeletal proteolysis following traumatic brain injury. J 
Neurochem. 1996 Oct;67(4):1575-83. 
17) Saatman KE, Graham DI, McIntosh TK. The neuronal cytoskeleton is at 
risk after mild and moderate brain injury. J Neurotrauma. 1998 
Dec;15(12):1047-58. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 58 
18) Saatman KE, Murai H, Bartus RT, Smith DH, Hayward NJ, Perri BR, 
McIntosh TK. Calpain inhibitor AK295 attenuates motor and cognitive 
deficits following experimental brain injury in the rat. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 1996 Apr 16;93(8):3428-33. 
19) Posmantur R, Kampfl A, Siman R, Liu J, Zhao X, Clifton GL, Hayes RL. 
A calpain inhibitor attenuates cortical cytoskeletal protein loss after 
experimental traumatic brain injury in the rat. Neuroscience. 1997 
Apr;77(3):875-88. 
20) Badaut J., Ashwal S.,  Obenaus A. Aquaporins in Cerebrovascular 
Disease: A Target for Treatment of Brain Edema? Cerebrovasc Dis 
2011;31:521–531. 
21) Barzo P., Marmarou A., Fatouros P., Hayasaki K., Corwin F. 
Contribution of vasogenic and cellular edema to traumatic brain 
swelling measured by diffusion-weighted imaging, J Neurosurg 1997; 
87: 900-7 
22) Miao Xu, Wei SU, Qiu-ping Xu. Aquaporin-4 and traumatic brain 
edema. Chinese Journal of Traumatology 2010; 13(2):103-110 
23) Araque A. Astrocyte-neuron signaling in the brain—implications for 
disease. Curr Opin Investig Drugs (2006)  7:619–624. 
24) Liang D, Bhatta S, Gerzanich V, Simard JM (2007) Cytotoxic 
edema:mechanisms of pathological cell swelling. Neurosurg Focus 
22:E2.  
25) Tait MJ, Saadoun S, Bell BA, Papadopoulos MC (2008) Water 
movements in the brain: role of aquaporins. Trends Neurosci 31:37–
43. 
26) Lang EW, Chesnut RM. Intracranial pressure and cerebral perfusion 
pressure in severe head injury. New Horiz (1995) 3:400–409. 
27) Czosnyka M, Hutchinson PJ, Balestreri M, Hiler M, Smielewski P,Pickard 
JD. Monitoring and interpretation of intracranial pressure after head 
injury. Acta Neurochir Suppl (2006) 96:114–118 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 59 
28) Czosnyka M, Smielewski P, Timofeev I, Lavinio A, Guazzo E, 
Hutchinson P, Pickard JD. Intracranial pressure: more than a number. 
Neurosurg Focus (2007) 22:E10. 
29) King,L.S, Kozono D, Agre P. From structure to disease: the evolving 
tale of aquaporine biology.(2004) Nat.Rev.Mol.Cell.Biol.,5, 687-698. 
30) Buffoli Barbara. Aquaporin Biology and Nervous System, 
Curr.Neuropharmacology 2010, 8, 97-104. 
31) Wu B, Beitz E. Aquaporins with selectivity for unconventional 
permeants. CellMol Life Sci 2007; 64(18): 2413-2421. 
32) Gonen T, Walz T: The structure of aquaporins. Q Rev Biophys 2006; 
39: 361–396. 
33) Zsolt Zador, Orin Bloch, Xiaoming Yao and Geoffrey T. Manley, 
Aquaporins: role in cerebral edema and brain water balance. Progress 
in Brain Research, Vol. 161 
34) Guillermo L. Lehmann, Sergio A. Gradilone and Raúl A. Marinelli, 
Aquaporin Water Channels in Central Nervous System. Current 
Neurovascular Research, 2004, 1, 293-303. 
35) Ikeda M., Beitz E., Kozono D., Cuggino W.B., Agre P., Yasui M. (2002) 
Charactirization of aquaporin-6 as a nitrate channel in mammalian 
cells. J.Biol.Chem., 277, 39873-39879.  
36) Jung J.S., Preston G.M., Smith B.L., Guggino W.B., Agre P. Molecular 
structure of the water channel through aquaporin CHIP. The hourglass 
model. J. Biol. Chem. (1994) 269, 14648–14654. 
37) Gunnarson E, Axehult G, Baturina G, Zelenin S, Zelenina M, Aperia A. 
Lead induces increased water permeability in astrocytes expressing 
aquaporin 4. Neuroscience (2005) 136:105–114. 
38) Bonomini Francesca, Rita Rezzani, Aquaporin and Blood Brain Barrier. 
Current Neuropharmacology, 2010, 8, 92-96 
39) Verkman A.S, Binder Devin K., Bloch Orin, Auguste Kurtis, 
Papadopoulos Marios C. Three distinct roles of aquaporin-4 in brain 
function revealed by knockout mice. Biochimica et Biophysica Acta 
1758 (2006) 1085–1093. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 60 
40) Bloch Orin, Manley Geoffrey T. The role of aquaporin-4 in cerebral 
water transport and edema, Neurosurg Focus 22 (5):E3, 2007. 
41) Lu M, Lee MD, Smith BL, Jung JS, Agre P, Verdijk MA, Merkx G, Rijss 
JP, Deen PM The human AQP4 gene: definition of the locus encoding 
two water channel polypeptides in brain. Proc Natl Acad Sci USA 
(1996)  93:10908–10912. 
42) Crane JM, Van Hoek AN, Skach WR, Verkman AS. Aquaporin-4 
dynamics in orthogonal arrays in live cells visualized by quantum dot 
single particle tracking. Mol Biol Cell (2008)  19:3369–3378. 
43) Furman CS, Gorelick-Feldman DA, Davidson KG, Yasumura T, Neely JD, 
Agre P, Rash JE. Aquaporin-4 square array assembly:opposing actions 
of M1 and M23 isoforms. Proc Natl Acad Sci U S A (2003) 100:13609–
13614. 
44) Silberstein C, Bouley R, Huang Y, Fang P, Pastor-Soler N, Brown D,Van 
Hoek AN. Membrane organization and function of M1and M23 isoforms 
of aquaporin-4 in epithelial cells. Am J Physiol Renal Physiol (2004) 
287:F501–F511. 
45) Sorani Marco D, Zador Zsolt, Hurowitz Evan, Yan Donghong, Giacomini 
Kathleen M. and Geoffrey T. Manley. Novel variants in human 
Aquaporin-4 reduce cellular water permeability, Hum Mol Genet. 2008 
August 1; 17(15): 2379–2389. 
46) Saadoun S, Papadopoulos MC, Davies DC, Krishna S, Bell BA. 
Aquaporin-4 expression is increased in oedematous human brain 
tumours. J Neurol Neurosurg Psychiatry (2002b)  72:262–265. 
47) Badaut J, Brunet JF, Grollimund L, Hamou MF, Magistretti PJ, Villemure 
JG, Regli L. Aquaporin 1 and aquaporin 4 expression in human brain 
after subarachnoid hemorrhage and in peritumoral tissue. Acta 
Neurochir Suppl (2003)  86:495–498. 
48) Warth A, Kroger S, Wolburg H. Redistribution of aquaporin-4 in human 
glioblastoma correlates with loss of agrin immunoreactivity from brain 
capillary basal laminae. Acta Neuropathol (2004) 107:311–318. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 61 
49) Manley GT, Fujimura M, Ma T, Noshita N, Filiz F, Bollen AW, Chan 
P,Verkman AS. Aquaporin-4 deletion in mice reduces brainedema after 
acute water intoxication and ischemic stroke. Nat Med (2000) 6:159–
163. 
50) Solenov, E., Watanabe, H., Manley, G.T., Verkman, A.S. Sevenfold-
reduced osmotic water permeability in primary astrocyte cultures from 
AQP-4-deficient mice, measured by a fluorescence quenching 
method.(2004) Am. J. Physiol. Cell. Physiol., 286, C426-C432. 
51) Papadopoulos MC, Verkman AS. Aquaporin-4 gene disruption in mice 
reduces brain swelling and mortality in pneumococcal meningitis. J Biol 
Chem (2005) 280:13906–13912. 
52) Amiry-Moghaddam M, Williamson A, Palomba M, Eid T, de Lanerolle 
NC, Nagelhus EA, Adams ME, Froehner SC, Agre P, Ottersen OP 
Delayed K_ clearance associated with aquaporin-4 
mislocalization:phenotypic defects in brains of alpha-syntrophin-null 
mice. Proc Natl Acad Sci U S A (2003b)  100:13615–13620. 
53) Amiry-Moghaddam M, Xue R, Haug FM, Neely JD, Bhardwaj A, Agre P, 
Adams ME, Froehner SC, Mori S, Ottersen OP. Alphasyntrophin deletion 
removes the perivascular but not endothelial pool of aquaporin-4 at the 
blood–brain barrier and delays the development of brain edema in an 
experimental model of acute hyponatremia. FASEB J (2004b) 18:542–
544. 
54) Zeynalov E, Chen CH, Froehner SC, Adams ME, Ottersen OP, Amiry-
Moghaddam M, Bhardwaj A. The perivascular pool of aquaporin-4 
mediates the effect of osmotherapy in postischemic cerebral edema. 
Crit Care Med (2008) 36:2634–2640. 
55) Papadopoulos MC, Manley GT, Krishna S, Verkman AS. Aquaporin-4 
facilitates reabsorption of excess fluid in vasogenic brainedema. FASEB 
J (2004) 18:1291–1293. 
56) Bloch O, Papadopoulos MC, Manley GT, Verkman AS. Aquaporin-4 gene 
deletion in mice increases focal edema associated with staphylococcal 
brain abscess. J Neurochem (2005) 95:254–262. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 62 
 
57) Ke C, Poon WS, Ng HK, et al. Heterogeneous responses of aquaporin-4 
in oedema formation in a replicated severe traumatic brain injury 
model in rats. Neurosci Lett 2001; 301(1):21-24. 
58) Taniguchi M, Yamashita T, Kumura E, Tamatani M, KobayashiA, 
Yokawa T, Maruno M, Kato A, Ohnishi T, Kohmura E,Tohyama M, 
Yoshimine T Induction of aquaporin-4water channel mRNA after focal 
ishemia in rat.Mol Brain Res (2000) 78:131–137 
59) Sun MC, Honey CR, Berk C, et al. Regulation of aquaporin-4 in a 
traumatic brain injury model in rats. J Neurosurg 2003; 98 (3):565-
569. 
60) Zhao J, Moore AN, Clifton GL, et al. Sulforaphane enhances aquaporin-
4 expression and decreases cerebral edema following traumatic brain 
injury. J Neurosci Res 2005; 82(4):499-506. 
61) Neal CJ, Lee EY, Gyorgy A, et al. Effect of penetrating brain injury on 
aquaporin-4 expression using a rat model. J Neurotrauma 2007; 
24(10):1609-1617. 
62) Hirt L, Price M, Ternon B, Mastour N, BrunetJF, Badaut J: Early 
induction of AQP4contributes the limitation of the edema formationin 
the brain ischemia. J Cereb BloodFlow Metab 2009; 29: 423–433. 
63) De Castro Ribeiro M, Hirt L, BogousslavskyJ, Regli L, Badaut J: Time 
course of aquaporin expression after transient focal cerebral ischemiain 
mice. J Neurosci Res 2006; 83: 1231–1240. 
64) Kleffner I., Bungeroth, M. Schiffbauer, H.Schabitz, W. R. Ringelstein, 
E.B. Kuhlenbaumer, G. The role of aquaporin-4 polymorphisms in the 
development of brain edema after middle cerebral artery occlusion, 
Stroke 2008, 39:1333-133 
65) Romeiro RR, Romano-Silva MA, De Marco L, Teixeira AL Jr, Correa H. 
Can variation in aquaporin 4 gene be associated with different 
outcomes in traumatic brain edema? Neurosci Lett. 2007, 
16;426(2):133-4. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
 63 
66) Kuwahara M, Gu Y, Ishibasi K, Marumo F, Sasaki S. Mercury- sensitive 
residues and pore site in AQP3 water channel. (1997) Biochemistry,36, 
13973-13978. 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:04:45 EET - 137.108.70.7
